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Proteolytické enzymy aktinomycety Streptomyces griseus. TII.
Kratkodobs produkce enzymu

JIRf CHALOUPKA
Ceskoslovenské akademie vid, Biologicky tistav, mikrobiologické oddsleni, Praha
Reditel tistavu akademik Ivan Mélek
Dodlo 24. 5. 1956

Hodnoceni tvorby a vylu¢ovani proteasy i jinych exoenzymi, produkovanych
plisnémi a aktinomycetami, je velmi obtizné. Kultivace téchto mikroorganisma
probihé nékolik dni a b&hem této doby je enzym neustéle produkovan. V kultivadni
tekutind je inaktivovén (b&hem 24 hodin o 40—60 9,) a jestlize se ménf v prib&hu
kultivace pH Zivného roztoku, mtze se ménit i rychlost inaktivace.

SnaZili jsme se proto vypracovat takovou metodu produkce enzymu, kterd by bud
odstranila nebo asponl znaéné omezila inaktivaci proteasy a dopliiovala tak vhodné
dlouhodobé pokusy.

Materidl a metody

Kultura a kultivace. Pouzitou kulturu a zpusob kultivace jsme popsali v predeslé préci (Chaloupka
1956).

Analytické metody. Proteolytickou aktivitu jsme méfili na kaseinovém substréts Ansonovou metodou
(Anson 1938), kterou jsme upravili (Chaloupka 1955a). Krom& aktivity v kultivaéni tekuting jsme
zjiftovali i aktivitu v mycelu po jeho rozruseni autolysou pod toluolem. Mycel, odstfedény z 10 ml
kultivaéni tekutiny, jsme v tomto ptipadd po promyti destilovanou vodou suspendovali v 0,6 ml
5.1073 M CaCl, ktery stabilisoval enzym, a na povrch suspense jsme pipetou ptidali 0,5 ml toluolu.
Zkumavky jsme po uzétkovéni uloZili do termostatu na 28—30 °C. Autolyss probihala 1-—3 dny,
v zévislosti na sté# mycelu (mladsi mycel autolysuje pomaleji). Autolysu jsme vidy provadéli v nskolika
paralelnich vzorcich, které jsme v urditych &asovych intervalech rusili, Toluol jsme opatrné odssdli
a autolysat doplnili destilovanou vodou na pivodni nebo poloviéni objem. V takto pfipraveném vzorku
jsme potom zmdfili obvyklym zpisobem proteolytickou aktivitu. Mékitkem skondeni autolysy bylo
dosazeni konstantni proteasové aktivity v autolyséts. Mycel se v pribéhu autolysy rozpadl na drobns
zrnity materiél, obsahujici zbytky vldken. Tento zptsob rozbfjeni mycelu se ném osvédéil 1épe nez jiné
béZnd pouzivané metody jako zmrazovéni a rozmrazovéni nebo roztirdni s kysli¢nikem hlinitym
(Mc Illwain 1948).

Ptiprava sufiny, barvent prepardti a méFent pH je popséno v prededlé préci (Chaloupka 1956).

Pracovnt postup. Aktinomycetu jsme kultivovali 48 hodin na tiepadce ve Waksmanovs pudd B
(Waksman 1950). Mycel byl po kultivaci odstiedsn ve sterilnich centrifugatnich zkumavkéch a promyt
sterilnt destilovanou vodou. Promyty mycel jsme suspendovali ve vhodném objemu sterilntho roztoku
5.10=3 M CaCl, (mycel z 200 ml kultivaéni pady ve 100 ml roztoku CaCly). Suspensi mycelu jsme pipe-
tovali po 20 ml do 500 ml varnych bansk Sial, obsahujicich 20 ml steriln{ vody nebo roztoku zivin
(pepton, glukosa), nebo roztoku 2.10—3M 2,4-dinitrofenolu jako inhibitoru proteosyntesy. Do v&ech
banék jsme potom piipipetovali roztok penicilinu G a streptomycinu tak, aby koneéns koncentrace
penicilinu byla 300 jednotek v ml, streptomycinu 100 jednotek. Baiiky jsme inkubovali obvykle 24 hod.
na reciproké ttepagee pii 30 °C. Potom jsme po kontrole sterility zjistili proteasovou aktivitu ve svrchni
tekutin® i mycelu. Zjidtovali jsme i potétedni aktivitu enzymu v mycelu a suSinu pfed i po inkubaci.
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Namétené hodnoty proteolytické aktivity jsou pramérem ze 2—4 stanoveni, hodnoty suSiny pramé-
rem dvou vzorkt. Vysledky predstavuji typické hodnoty z fady reprodukovanych pokustii. Proteasova
aktivita je ve viech piipadech vyjsdiena v a . 10~ 4 miliekvivalentt na 1,0 ml enzymatického prepardtu.

Vysledky

Ve svych pokusech jsme pouzivali k inhibici tvorby proteasy 2,4-dinitrofenolu v koncentraei 1 . 10-# M.
Pokusné jsme si ovetili, Ze tato koncentrace neovlivnila aktivitu nebo stabilitu proteasy a Ze zcela nebo
aspori znaénd brzdila tvorbu enzymu. V tabulee 1 je zachycen vliv 1.10- 3 M dinitrofenolu na aktivitu
a stabilitu proteasy. Jako zdroje enzymu jsme poutilifiltratu z Zivné tekutiny (WB) po pétidenni kultivaci
Streptomyces griseus, do niz byl dodatetnd pfidédn roztok CaCl, v kone¢né koncentraci 5. 10-3 M.
Tento enzymaticky preparat byl potom smichan se stejnym objemem dinitrofenolu (ddle DNF) nebo
vody a uloZen jednak pfi + 4 °C, jednak pievrstven 0,5 ml toluolu v termostats pii 37 °C. Jak vyplyvé
z tabulky 1, DNF nemél vliv ani na aktivitu (méfeno na potéatku pokusu), ani nesnizoval stabilitu
enzymu (méfeno po 24 a 72 hod.).

Tab. 1. Vliv 2,4-dinitrofenolu na aktivitu a stabilitu proteasy

- : | ,
Dny ‘ 4+ 4°C H0 \ +37°C H,0 L 37°C DNF
) N I R :
! |
0 21,2 1 21,2 21,6 !
1 ‘ 19,3 17,2 20,8
3 ] 22,2 15,8 !
| ‘

15,9 I

Pii zjistovani inhibice tvorby proteasy dinitrofenolem jsme inkubovali suspensi
mycelu 48 hod. starého bez nebo s DNF v koncentraci 1 . 103 M jednak v termostaté,
jednak na tiepadce pii 28 °C. Jak vyplyva z tabulky 2, doslo k produkei enzymu
pouze za vzdu$néni, t. j. pti inkubaci na t¥epadce. Dinitrofenol v tomto pokuse
inhiboval tvorbu proteasy asi z 87 %,

Tab. 2. Produkece proteasy za autolysy Tab. 3. Tvorba proteasy v prvnich péti hodinach
b Termostat Trepacka 1 0 hod. 5 hod.
n
v H,0 ‘ DNF H,0 DNF e ' e

Susina v mg/ml 5,5 1 3,5 (
0 2,9 3,2 2,5 3,2 Aktivita ve svrchni |
1 1.5 3,5 14,5 2,2 tekuting 4,3 5,2
2 2.0 1.5 35,8 3,5 Aktivita v mycelu 24.6 24,8 1
3 3,3 2,1 38,0 8,0 Celkova aktivita l 28,¢ 0

\

Ve snaze omezit inaktivaci enzymu b&hem jeho tvorby na miru co nejmensi,
snazili jsme se podstatng zkratit dobu, za niz produkce enzymu probiha. Béhem péti
hodin (tabulka 3) nedoglo vsak v pfitomnosti 0,2%, peptonu a 0,2% glukosy k méri-
telné tvorbé proteasy.

Prodlouzenim doby inkubace jsme dosahli métitelného piirtistku proteolytické
aktivity, a to jak bez pkitomnosti substritu, tak i v piitomnosti glukosy nebo
glukosy s peptonem. Dinitrofenol tvorbu proteasy silné inhiboval, resp. vibec
zastavil. V tabulce 4 je zachycena produkce enzymu mycelem, vyrostlym na
Waksmanové glukoso-peptonové padé B.

242

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500006-9



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500006-9

Tab. 4. Tvorba proteasy za 24 hodin

. Po 24 hod.
Potatek ; e e
G 0,059, | G 0,29 !\PG 0,05%)| PG 0,2%, [ H,0 | DNF
] !

Susina mg;inl 4,2 3,2 4,1 2,9 J 5,2 | 3,1 t 1.8
pH 7,8 7,4 8,0 8,0 7,9
Proteol. akt. 9,7 21,5 26,6 32,9 54,5 23,6 10,7
Piirtstek za 24 hod. 11,8 16,9 23,2 44,8 13,9 1,0

Vysledky v tab. 4 jsou primérnou hodnotou ze t# pokusi. G - glukosa, P - pepton, DNF - dinitrofenol.

Tvorba enzymu byla silng stimulovéna ptitomnosti peptonu. Glukosa sama,
neméla zfetelny vliv. Rychlost autolysy, vyjadfena abytkem suginy, byla podstatné
zvySena pfiddnim dinitrofenolu. Na preparatech, pripravenych z bangk obsahujicich
suspensi mycelu ve vodé, roztoku glukosy, nebo glukosy s peptonem, byla po 24 hod.
submersni kultivace zachycena vlikna grampositivni i negativni, na preparatech
z banék obsahujicich DNF jen gramnegativni vldkna, vétsinou fragmentujici a roz-
padajici se.

10

3t 61

2t 4f

4 2.
2 3 ¢ 5 7

P PC  HO  ONP

-

Obr. 1. Vliv media na tvorbu proteasy. P = pep-  Obr. 2. Vliv sta# mycelu na tvorbu proteasy v des-

ton, G = glukosa, DNP = 2,4-dinitrofenol. Akti- til. vods. Osa z: dny, osa y: maximalni aktivita

vita (osa y) v a.1073 mekv. tyrosinu v 1 ml enzymu v a . 104 mekv. tyrosinu na 1 mg susiny.
preparatu (4,0 mg sudiny).

Obdobnym zpiisobem reaguje i aktinomyceta, vyrostld na syntetické Krasilniko-
vové pidé (SP 3) se stfednim fosforetnanem amonnym jako zdrojem dustku (obr. 1).
Mycel jsme inkubovali pouze s 0,05 %, roztokem peptonu i glukosy, abychom nizkou
koncentraci N i C zamezili nebo alespofi silné omezili druhotny Tast.

Pfi dlouhodobé submersni kultivaci aktinomycety na prostiedi s 1 % Ppeptonu
a 1,5 % glukosy (WB) je nejvice proteasy vyludovéno do prostredi pomérné starym
(vic jak 4 dny) mycelem, ktery autolysuje. Chtéli jsme si ovétit, zda i schopnost,
produkovat proteasu za autolysy v destilované vodé je v4zéna na stary mycel.
Mycel, odstfedény po 2—7 dnech kultivace, jsme po promyti destilovanou vodou
inkubovali v destilované vods na tfepadce a po 24, 48 a 72 hod. zjistovali proteasovou
aktivitu. Produkei enzymu, vztaZenou na 1 mg susiny, zachycuje obr. 2. Nejvyssi
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produkce bylo dosazeno mycelem starym 48 hod. a je moZno fici, Ze schopnost
produkee proteasy za téchto podminek je zhruba nepfimo amérna stafi pouzitého
mycelu.

Diskuse

Pro sledovani podminek, za nich# dochézi k tvorbé a vyluCovéni exoenzymi
plisndmi a aktinomycetami, jsou obvykle dlouhodobé pokusy nedostadujici, protoze
pii nich dochézi k dosti znaéné inaktivaci enzymu v kultivaénim prostiedi. Popsand
metoda kratkodobé produkce proteasy miize slouzit jako doplnék téchto dlouho-
dobych pokusti. Jeji pouzitelnost je oviem omezena na organismy necitlivé k béz-
nym antibiotikiim (jako jsou pravé aktinomycety a plisné), proto %e se pfini pouziva
antibiotik k zamezeni réistu mo#né kontaminujici mikroflory. V pokusech bez anti-
biotik jsme méli i pti pokud moZném dodrzovani aseptickych podminek 20—30 %,
kontaminaci, v pritomnosti penicilinu a streptomycinu nedoslo dosud ke konta-
minaci vitbec. Obd antibiotika neméla v pouzitych koncentracich vliv na produkei
proteasy.

Vyhodou metody kratkodobé produkce enzymu ve srovnani 8 dlouhodobymi kultivacemi je kromé
kritkého trvani pokusu i to, Ze je moZno aktinomycetu inkubovat v pritomnosti vadpnikovych ionti,
které enzym vyznatnd stabilisuji (Chaloupka 1955a). V normalné pouzivané pud®, obsahujici kromd
jontt Ca2™ i ionty Mg2+a HPO,2—, vypadava totiZ vétsina vapniki ve formd nerozpustného fosforednanu
hoteénato-vapenatého. V kratkodobych pokusech, v nichZ pracujeme s mycelem u# vyrostlym, miZeme
fosforenany vypustit a tak uchovavéame hladinu vépniku v prostfedi na dostatetné vysi. pH svrchni
tekutiny bylo po 24 hod. inkubace ve viech pfipadech prakticky totéz, takZe jeho vliv na inaktivaci byl
ve vSech bafikéch stejny.

Ptirfistek enzymu bdhem 24hodinové inkubace mycelu se substratem jsme vypo-
sitali po odedteni pocitedni aktivity enzymu v mycelu. Dinitrofenol, ktery je zndm
jako inhibitor proteosyntesy (Frantz a sp. 1948, Borsook 1952), zabrzdil v nadich
pokusech tvorbu proteasy z 90—100 %, Zajimavy je jev, Ze autolysa aktinomycety
v pribdhu pokusu byla v p¥itomnosti dinitrofenolu podstatné rychlejsi a projevila
se jak znadnym ubytkem suSiny, tak i ztratou grampositivity a rozpadem mycelu.
Proteolyticka aktivita byla viak v téchto pfipadech podstatné nizZsi (az 5x), a to
jak v kultivatnim mediu, tak ve vlaknech aktinomycety. Rozpad mycelu aktino-
mycety nebyl tedy podmingn pfitomnosti proteasy, ale spiSe naruSenim normalné
probihajicich syntetickych pochodi.

Popsanéd metoda kratkodobé produkce enzymu je jakousi obdobou podlévani
staticky vyrostlého myecelu nékterych plisni erstvou Zivnou tekutinou, je oviem
upravena pro pouZiti pii submersnim zptsobu kultivace. M4 urdité vztahy i k metods
tvorby enzymi v tkatiovyeh Yezech, propracované Hokinem (1951a), a dalsimi.
Ms viak proti tomuto zplsobu studia tvorby enzymi nevyhodu v tom, Ze pracuje
s celym organismem, nikoli pouze s urditym specialisovanym organem. Na pfidani
%ivin reaguje totiz v naSem piipadé mikroorganismus nejen tvorbou enzymu, ale
i rastem a tak dochazi k tvorbé enzymu podstatné pozdéji nez v tkatovych Fezech,
kde vznikaji na p¥iklad v fezech pankreatem lipasa, ribonukleasa, amylasa a proteasa
v métitelném mnozstvi uz po jedné nebo nékolika hodinach (Hokin 1951b, Schucher
a Hokin 1954, Daly a Mirsky 1953, Rychlik a sp. 1955, Folbergova 1955).

V nasich pokusech dochézelo k tvorbé proteasy i pfi inkubaci promytého mycelu
v destilované vods bez piidani jakychkoli zivin. Svédéi to o tom, Ze aktinomyceta,
podobng jako grampositivni bakterie, dovede hromadit proti koncentra¢nimu spadu
ve svych butikich aminokyseliny (Gale 1947) a vyuZiva jich potom k tvorbé enzymu.
Pii dlouhodobych pokusech dochézi k nejvétsi sekreci proteasy do kultivaéniho
prostiedi az v obdobi autolysy aktinomycety, t. j. obvykle &étvrty, paty den a poz-
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déji. Rovnéz aktivita proteasy v mycelu je v tuto dobu nejvyssi. Naproti tomu je
schopnost tvofit proteasu za submersni inkubace v destilované vodé vézdna na
mladsi mycel, maxima jsme dosahli s pouZitim mycelu starého 48 hod. NemtzZeme
viak dosud ¥ci, zda tato schopnost je podminéna vnitinim stavem mycelu (na pii-
klad obsahem nukleovych kyselin) nebo riznou koncentraci asimilovatelnych vol-
nych aminokyselin v bunkéch.

Souhrn

Promyty mycel aktinomycety Streptomyces griseus tvofi proteasu pfi submersni
inkubaci bud v destilované vodé nebo v piitomnosti Zivin. Produkce enzymu probihé
pouze za vzdusnéni a je inhibovéna 2,4-dinitrofenolem.

Mycelium, inkubované v piitomnosti 2,4-dinitrofenolu, autolysuje podstatné
rychieji neZ mycelium, inkubované v destilované vodé&, i kdyZ obsah proteasy je
v pfitomnosti dinitrofenolu podstatné niZ¥i. Mycel, ziskany odstfedénim po 48 hod.
kultivace na glukoso-peptonové piidé, tvoii pfi submersni inkubaci v destilované
vodé podstatné vice proteasy neZ star$i mycel.

Kratkodobd produkce enzymu muze s vyhodou dophiovat dlouhodobé pokusy,
protoZe je pfi ni sniZena inaktivace proteasy na miru co nejmensi.

Za technickou spolupréci dékuji Olze Civinové.
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ITporeosmuriyccrkne dsHAUMEL aKktiHoMuera Streptomyces griseus. TTI
KpaTKocpoyHaa MpoJyKLUUA DH3UMA
I0. Xaaoynka
Pesome

OrMuITBUE MULeaRiT yuscToro rpudka Streptomyces griseus o6pasyer nporeasy npu ray0nHHOI
KYJAbTHBAIMM KaK B JecTIUIMPOBAHHON BOJC, TaK M B MPHCYTCTBMU IHTATelbHLX Beleets. IIpo-
AYKIUA YH3UMA OCYLIECTBIAETCA TOIHKO NPU a5PAINKM M TNOAABIAeTCA 2,4-(UHUTPOGCHOJIOM,
B MIPHCYTCTBUY KOTOPOTO MULEJIMIA NI0J[BEPTaeTCA aBTOJIN3Y BHAYNTEbHO OBICTEE, YeM B eCTHILIN-
POBaHHOM BOJe, XOTA COAepHiaHiie IPOTeassl B IPHCYTCTBUY 2,4-{UHMTPOPeHOMA OBIBACT rOpasio
Huate. Muneqauit, moayyaeMslft myteM HeHTPUPYTHpOBaHUA 48-4acOBOM KYJILTYPHI HA INVIIOKOBO-
NeNTOHHOM cpefie, 00pasyeT Mpu INIyOHHHON NHKYOAIMU B JecTIILINPOBaHHOM) BOJe rOPasfo (s %8:3531 (0
nporeassl, 4eMm Godee crapwuiit Munesnuit, HpaTKocpouyHadA NPOAYKIMA SH3NMa MOKeT CIYMHKHUTH
YAOOHBIM KOMOJIHEHNEM AJIUTEILHBIX OMBITOB, TAK KaK IIPH Hell NHAKTHBANMA IIPOTEA3El CHUMAETCSI
A0 MUHHMYMA.

Proteolytic Enzymes of the Actinomyces Streptomyces griseus. IIL.
Sho t-te>m Production of the Enzym
J. Chaloupka
Summary

On submerged incubation in distilled water or in the presence of nutrients, the washed mycelium of
the actinomyces Streptomyces griseus forms a protease. The enzyme is produced only in conditions of
aeration and is inhibited by 2,4-dinitrophenol. The mycelium incubated with 2.4-dinitrophenol autolyses
far more rapidly than the mycelium incubated in distilled water, even though the protease content is
considerably lower in the presence of dinitrophenol. The mycelium obtained by centrifugation after
48 hours’ culturing on a glucose-peptone medium forms considerably more protease than an older myce-
lium submerged in distilled water. The short-term production of the enzyme is useful for supplementing
long-term experiments, because in this way inactivation of the protease is reduced to the lowest possible
degree.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
rofnik 1. (1956) — ¢&. 6

Sttdium Harden-Youngovho efektu u kvasiniek. I.

Volba vhodnych podmienok

ANNA KOCKOVA.-KRATOCHVILOVA, ANNA GEBAUEROVA a MARGITA HRDINOVA
Slovenska akadémia vied, Chemicky ustav, oddelenie glycidov a biochemie, Bratislava

Doslo 2. 2. 1956

Pri kvaseni za pouZitia intaktnych suSenych kvasiniek, maceraénych $tiav alebo
réznych plazmolytik sa pozoruje Harden-Youngov efekt. Je charakterizovany
nahromadenim fosforylovanych esterov cukrov, najmi fruktéza-1,6-difosforeénej
kyseliny a zniZenim kvasenia hlavne po vyterpani volnej kyseliny fosforeénej
a volného cukru.

Harden-Youngovho efektu sa prakticky vyuZiva uZ dlho k nahromadovaniu fosforylovanych esterov
cukrov a k ich izol4cii, nakolko &iste chemickd syntéza tychto latok nie je snadnd. A¢kolvek mé tento
efekt svoje praktické vyufitie a bol ¢astejsie Studovany, nebola jeho pridina dlho objasnend. Len
v roku 1949 Meyerhof dokézal experimentélne, %e pri¢inou Harden-Youngovho efektu je inaktivicia
enzymu ,,apyrézy’ — je to fosfatéza, katalyzujica oditepovanie dvoch zvyskov kyseliny fosforetnej
od ATP. Doplnil kvasniéné pripravky, javiace inokedy Harden-Youngov efekt, zemiakovou apyrézou
a zistil, Ze obvykly tkaz sa neobjavil. Dostavil sa znovu, ak sa pridali inhibitory apyrdzy. V citovanej
préci autor dokézal, %e vyrobenim enzymatickych kvasniénych pripravkov ultrazvukom alebo zmraze-
nim sa mé%e Harden-Youngovmu efektu predist. Kvasniéné apyréza je rézne citlivd u sulenych kvasnic
ako u pripravkov tekutych. Aviak ani jednotlivé plazmolytik4 nejavila jednotny uéinok. Toluén patri
k najéastejiie pouZivanym plazmolytikom a preto bol tiez éasto podrobeny kritike. Tak Buchsteeg
(1942) doporuduje presne vyskuat vhodnu dévku toluénu, pretoe nemusi pdsobit vZdy len inhibi¢ne,
aviak moéZe byt aj neudinny, alebo mdZe dokonca aj stimulovat. Asheshov a Giaja (1923) zistili, Ze
29, toluénu zachovévaji metabolizmus kvasniénych buniek nezmeneny. Meyerhof (1949) docielil

riadni inhibiciu oktylalkoholom, fenyluretdnom, mendiu potom dodecylalkoholom a najmensiu digito-
ninom.

Zaoberali sme sa porovnavanim priebehu fosforylacie za pouZitia roznych enzyma-
tickych pripravkov, roznych plazmolytik, ako aj réznych kvasnic. Pri tom sme
venovali blizSiu pozornost obsahu hydrolyzovateIného fosforu, nakolko cielom
prace bolo nahromadit o najvidsie mnoZstvo fosforylovanych esterov cukrov.

Materidl a metody

Kuvasinky a enzymatické prepardty. PouZivali sme obchodné lisované pekérske drozdie a husté pivo-
varské varené kvasnice zo zévodu 1 Zépadoslovenskych pivovarov v Bratislave. Enzymatické prepa-
raty boli pripravené ako sufené intektné kvasnice, aceténovy présok ,,zymin“ a Lebedevova &fava
(cit. Kockové-Kratochvilovda 1954a, b). Priebeh kvasenia sme stanovili zavédzanim vznikajtceho
kysliénika uhli¢éitého do barytovej vody (Kockové-Kratochvilovd 1954a) a spotrebovani glukézu
podla zvyskovej glukézy redukciou Fehlingovho roztoku. Susina kvasnic sa stanovila riedenim a suSenim
pri 105 °C.

Stanovenie fosforu. Priebeh fosforyldcie sme sledovali podla ubudania anorganického fosforetnanu
v reagujticej zmesi. Fosfor sme stanovili kolorimetricky podla Bella a Doisyho (cit. Kockova-Kratochvi-
lovéd 1954a). Vyhodnocovanie vysledkov bolo prevédzané kalibraénou krivkou podia mg fosforu.
Fosfor v rdéznych viizbdch uvéddzame ako organicky, anorganicky, fosfoproteidovy a pod., dovedna
hovorime o fosfore celkovom.
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Fosfor celkovy sme stanovovali po mineralizdcii spalovanim v koncentrovanej kyseline sirovej za
poutitia katalyzdtora 30 9, hydroperoxydu. Pred stanovenim bola vzorka zriedend, pH upravené
a vietko doplnené na urdity vhodny objem. Anorganicky fosfor sme stanovili vo filtrite po vyzrézani
bielkovin 109, roztokom kyseliny trichléroctovej. Organicky fosfor sme vypoéitali z rozdielu medzi
fosforom celkovym a anorganickym. Fosfoproteidovy fosfor sme uréili v zrazenine po vyzréani kyse-
linou trichléroctovou. V tuku rozpustny fosfor sme stanovili po extrakeii alkoholom. HydrolyzovateIny
fosfor sme zistovali po hydrolyze n HCI pri 100 °C a to rozne dlho trvajtcej: 7,10, 30,60 a 180 mint.
V literattre sa uvadza (Bamann a Myrbick 1941), e za sedem minit sa hydrolyzuje vietok pyro-
fosforetnan, Wiame (1949) hovori pri tom tie% o metafosforeénanu, za 10 minut sa hydrolyzuje vietka
glukézo-1-fosforeéné kyselina, za 30 mintit fruktéza-1-fosforednd kyselina, za 60 minut triézovy fosfo-
retnan a za 180 mindt vysse 90 9, fruktéza-1,6-difosforednej kyseliny.

Pracovny postup. Pri fosforylbeii sme dodrfiavali rovnaké podmienky. Vychadzali sme pri tom
z predpisov Bernhauera (1932). Pridavali sme 50 g glukézy a tolko primérneho alebo sekundérneho
fosfore¢nanu draselného, aby mnozstvo fosforu tvorilo 775 mg na 100 ml. Kvasinky boli pri tom tak
riedené, %e sulina v 100 ml tvorila 43,5 g. Celkovy objem tekutiny bol 1000 ml. Zmes bola podas fosfory-
lacie pravidelne mieSend elektrickou mie$adkou.

Vysledky a diskusia

Kvasnice, ktoré sme pouzivali, sme podrobili najskér rozboru, ktorého vysledky
uvadzame v tab. 1.

Tab. 1. Rozbor poufitych pivovarskych kvasnic a pekérskeho drozdia

I II II1 Iv
Zlozenie v 9, »Plzen[VII »Plzen“/VIL »Plzen“|IX Predajné
susiny z tmavej zo svetlej zo svetlej pekérske
mladiny mladiny mladiny drozdie
Celkovy N 8,5 8,4 8,8 7,2
Celkovy P 3,27 3,01 2,2 0,52
Anorganicky P 0,42 0,48 0,63 0,093
Organicky P 2,85 2,53 1,59 0,427
HydrolyzovateIny P 0,162 0,154 0,260 0,026
Fosfoproteidovy P 0,55 0,63 0,71 0,39
Tab. 2. Zbytkovy cukor po prekvaseni Tab. 3. Prehlad hydrolyzovatelného fosforu v mg
roznymi enzymatickymi na 10 g sufenych kvasnic na konci pokusu za pouZitia
preparétmi réznych enzymatickych pripravkov
. ndl
. Zvysné glukéza Doba Macera¢na :
Kvasnice v"}é na 100 ml hydrolyzy Stave i Zymin | Plazmolyzat
. 7 minat 8,13 J 3,15 2,40
Pimomelyaét 0 minge | 1z |32 | 24
Zymin 2,64 30 mindt 17,44 3,47 2,95
Maceraénd stava 3,31 60 mindt 19,42 3,56 3,20
’ 180 mindt 20,70 3,89 3,56

Z pekarskych kvasnic sme pripravili tri rozne pripravky: zyminovy prasok,
maceraéni $favu a plazmolyzat za pouZitia toluénu. Porovnali sme najprv ich
kvasivii schopnost spolu s normélnym kontrolnym kvasenim na substrate z glukézy
a fosforeénanu o uvedenom pomere. Priebeh tohoto kvasenia zndzorfiuje obr. 1.
Koneéné prekvasenie sme vyjadrili mnozstvom zvy3ného cukru, redukujiceho
Fehlingov roztok, v prepo¢itani na glukézu (tab. 2).
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Obr. 1. Priebeh kvasenia u réznych pripravkov Obr. 2. Celkovy priebeh fosforyldcie u réznych
z pekérského drozdia. Os z: $as v minutéch, os y: pripravkov z pekéarskeho drozdia. Os z: &as
CO, v g. 1-maceratné stava (zvysnd glukéza v minutéch, os y: fosfor v mg v 100 ml zmesi.
3,31%), 2 - zymin (zvysnéd glukéza 2,649,), 1 - maceradnd stava, 2 - zymin, 3 - plazmolyzat.

3 - plazmolyzét (zvysné glukéza 1,79 9,), 4 - &er-
stvé kvasnice (zvyiné glukéza 0,37 9).
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Obr. 3. Priebeh fosforylacie u intaktného suené- Obr. 4. Priebeh kvasenia podla zvyinej glukézy.
ho pekérskeho drotdia. Os x: ¢as v hodindch, Os z: ¢as v hodinéch, os y: zvyind glukéza v g
08 y: fosfor v mg v 100 ml zmesi. 1 - zaznado- v 100 ml zmesi. 1 - 10 9, syrupu, 2 - 159 sy-
vané v hodinovych intervaloch, 2 - zaznadované rupu, 3 - 20 9 syrupu.

v desatminutovych intervaloch.

Celkovy priebeh fosforylécie je na obr. 2. Ukézalo sa, Ze maximum fosforylacie je
rozne, objavuje sa u plazmolyzatu uZ za 80 minit, u zyminu za 100 minit a u mace-
ratnej §tavy prebiehala fosforylécia sice zvolna, aviak aZz do konca pokusu. Tak
mnoZstvo hydrolyzovateIného fosforu bolo u tohoto pripravku najviésie, lebo sme ho
stanovili az po skondeni pokusu (tab. 3).

Obsah hydrolyzovateIného fosforu v reakénej zmesi by bol byval tiei vy
u zyminu a plazmolyzétu, keby bol byval stanoveny v okamihu ich maximalnej
fosforyldcie. Takto sa priblizne rovné len obsahu metafosforetnanov v pévodnych
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kvasniciach. V zymine ani v plazmolyzate v tomto pokuse nie si apyraza a ostatné
fosfatdzy celkom inaktivované.

Pripravili sme tiez z tychto pekarskych kvasnic intaktné suSené kvasnice
(Kockova-Kratochvilova 1954b) a sledovali sme priebeh fosforylicie po jedno-
hodinovych intervaloch. Obr. 3 ukazuje, Ze tu bezi fosforylacia rychle, uz pocas
1—2 hodin a potom dochadza k defosforylacii.

Tab. 4. Prehlad priebehu fosforylacie a mnostvo zvysnej glukézy v prostredi pri réznych davkach
toluénu

Déavka toluénu

Doba s - - -
odoberania | 3% 6% I 109% \
vzor‘kbf fosfor glukoéza fosfor | glukéza fosfor | glukdza ‘
po hodindch ! ; o/ o/ 0/ v 0/ o/ .0 :
v mg Yo v To vmgto vV covmgyg v o :
) R ] T ‘ i T
0 775 5 i 5 5 5 5 i

1 630 2,48 680 3,06 | 492 2,85

2 580 2,04 673 306 | 456 2,74

3 560 1,47 516 2,61 i 432 ! 2,35

4 540 1,81 542 2,01 — 0,95

5 99 2,22 293 1,56 - : 0,46

6 a80 2,14 — 1,06 ! - 0,41

7 640 - -~ i — -

; ! |

Tab. 5. Prehlad priebehu fosforylécie a mnoZstvo zvysnej glukoézy pri roznej teplote

Doba odoberania Teplota 25 °C ! Teplota 37°C
vzorky po hodindch mg Y, fosforu \l 9, glukézy | mg Y fosforu E 0/ glukozy
1 |
0 775 f 5 i 775 | 5
] 676 1,46 \ 456 ' 1,21
2 - 044 — | 0,16
3 0,25 | —~ | 0,09
4 : 0,07 1 52 _
5 | _ Z ‘ 136 -

Odoberanim vzoriek po 10minutovych intervaloch sme obdrzali podrobnejsi
priebeh. Zistili sme, Ze tu dochddza podas prvych 50 minit k nepravidelnosti a iba
potom nastupuje riadna fosforyldcia. Oneskorenie maxima fosforylacie si vysvetlu-
jeme o 24 hodin dlh#im uskladnenim pripravku. Zd4 se, ze tento vykyv vo fosfory-
laénom priebehu sihlasi s vykyvom, na ktory upozoriiuje Nielsen (1941). Dostaval
vykyvy, sposobené vplyvom fosfore¢nanu v polodase kvasenia intaktnymi suenymi
preparatmi. Zistili sme, %e zvy$ni glukéza za dobu 50 minit priebehu bola 2,29 g
v 100 ml reagujicej zmesi. V tej dobe bolo z celého pokusu spotrebované 390 mg
fosforu a 27,1 g glukézy. ViaZe sa teda do esterovej vizby s cukrom podla Harden-
Youngovej rovnice len 0,012 mol kyseliny fosfore¢nej. Na prekvasenie ostava 0,138 mol
glukézy, o odpoveds 24,84 g glukézy z celého pokusu, teda priblizne polovica
z pdvodnych 50 g. Doba 50 mintt, kedy dochddza k maximu vykyvu v naSom
pokuse, by odpovedala tiez polo¢asu kvasenia.

Z praktickych dévodov sme obratili pozornost k pivovarskym kvasniciam. Forma,
v akej sme ich z pivovaru dostivali, vyhovovala len priprave plazmolyzatov.
Z plazmolytik sme vyskugali toluén, éter, oktylalkohol, fenylizotiokyanatan a alylizo-
tiokyanatan. Podrobnej$ie sme sa venovali skimaniu u¢inku toluénu, s ktorym
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sme cheeli previest vietky orienta¢né pokusy. K prvym patrilo vyskiSanie réznych
divok toluénu a teplét pri pokuse, ako ukazuje tab. 4. Tieto prvé orientaéné pokusy
ukazali, Ze éim je vys8ia davka toluénu, tym beZi fosforylacia rychlejsie a tym viacej
st inaktivované fosfatazy.

Dalsie pokusy s dvomi réznymi teplotami pri 109, obsahu toluénu ukazali, ze
zvySenie teploty znadi urychlenie fosforylacie (tab. 5).

Pri zvyfenej teplote dochadza aj k hydrolytickej éinnosti preparitu. Pri naSich
dalsich pokusoch sme volili radfej niZsiu teplotu, 20—22 °C, a 6 9%, toluénu, aby
priebeh nebol tak rychly a aby sme maximum fosforyldcie tak snadno nezameskali.
Vypoditand doba 5 hodin priebehu sa ndm javila za tychto okolnosti vhodnou
k hodnoteniu fosforylacie podla obsahu hydrolyzovatelného fosforu.

Tab. 6. Priebeh fosforylé,me v nerusenom systéme a v oktylalkoholovom plazmolyzéte

. 6 9 oktyl
Bez plazmolytika °
Doba odoberania alkoholu
vzorky po hodindch 109, 159, 209 209,
syrupu syrapu syrupu syrupu
l

0 775 775 775 775
1 764 765 748 766
2 748 700 714 721
3 716 680 710 704
4 698 652 668 705
5 : 694 640 652 700
6 664 632 612 —

Tab. 7. Prehlad hydrolyzovateIného fosforu za pouZitia réznych plazmolytik, vyjddrené v mg fosforu
na 1 g susiny kvasnic

‘ i Pévodné vzorky ‘ 69 0,1 ml a,lylizotio(;l 0,1 ml ‘
: Doba kvasnic 69, 69 toluén kyanatanu 0,01 9, fenyl-
hydrolyzy T toluéa oktyl- pre- o bez izotiokya.
v min, : : : I alkohol yzdué-’ pE;e- prekva- natanu
f I i 11 11 flované |\ o et sonin. 0,2 9,
] | 11 . ; I
! [ |
T 6,48 6,43 12,56 11,18 11,20 12,06 19,16 6,5
10 ! 8,96 9,46 13,02 11,71 11,59 12,27 19,28 6,65
30 L 13,89 13,37 13,91 12,63 11,70 12,20 20,87 5,62
60 ‘ 15,91 16,41 14,45 13,91 11,69 12,23 20,43 6,07
180 © 16,25 18,94 15,09 , 15,82 11,85 12,50 20,41 6,95
: | \

Tiez éter sme pouzili ako plazmolytikum, av8ak sa neosveddil, lebo brzdil takmer
cely priebeh fosforylacie uz v zadiatkoch. Pridanie 609, oktylalkoholu, aby plazmo-
lyzat stekutil, brzdilo riadny priebeh fosforylacie. Potvrdzuje to len Meyerhofove
tvrdenie, Ze v tekutych plazmolyzatoch oktylalkohol neinaktivuje apyrazu. Porov-
nali sme preto oktylalkoholovy plazmolyzat s neporuSenym é&erstvym systémom.
Miesto glukézy sme pouzili 8krobovy syrup v réznych koncentraciach, 10, 15 a 209,.
(Ubytok glukézy vid obr. 4, tab. 6.)

Tak ako je k prejaveniu Harden-Youngovho efektu treba inaktivovat apyrazu,
tak je tiez dolezité, aby pri tom nebola inaktivovana fosforylaza, ktord katalyzuje
vstupni vizbu kyseliny fosforeénej na glukézu, teda hexokindza. K postdeniu
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priebehu fosforyldcie za stiasnej inaktivicie hexokindzy sme pouzili izotiokyana-
tany. Izotiokyanatany blokuju aktivne skupiny -SH hexokindzy. V prvom pokuse
sme pouzili 0,1 ml 0,29, syntetického fenylizotiokyanatanu. Fosforyldcia sice slabo
prebiehala, avSak hydrolyzovateIny fosfor si zachoval priblizne rovnaké hladinu
v kazdom &ase o takej hodnote, ako metafosforeénany pévodnych kvasnic (tab. 7).
Z toho mozZno usudzovat, Ze esterifikicia vObec neprebiehala pre dokladni inakti-
véciu hexokindzy. Pri pokusoch mimo rdmca tejto prace s alylizotiokyanatanom
sme zistili, Ze v niektorych malych koncentriciach posobi drazdivo. Opakovali sme
preto pokus s 0,1 ml 0,019, alylizotiokyanatanu na 1000 ml zmesi, a to v dvoch
roznych usporiadaniach: jedna séria bola nechana najprv prekvasit a druhd mala
hned od samého zadiatku pridany alylizotiokyanatan. Po piatich hodinach bol stano-
veny hydrolyzovateIny fosfor. V pokusoch vopred neprekvasenych dosiahol hydro-
lyzovatelny fosfor najvyssej hodnoty zo vietkych robenych pokusov.

Tab. 8. Prehlad priebehu fosforylacieu réznych prevadz-  Tab. 9. Spotrebovany fosfor v mg 9, u roz-
kovych generdcii pivovarskych kvasnic, vyjadrené nych laboratérnych generécii pivovarskych

v mg %, fosforu kvasiniek
Doba odoberania Generécia v previdzke Laboratérna Spotrebovany
vzorky po hodindch | {1etis piata ’ Liesta genericia fosfor

0 775 775 ‘ 775 o

1 498 520 530 ; ng

2 438 478 528 3 ) 73

3 452 414 506 4' 155

4 340 309 502 5 328

5 190 166 309 o

! -

Tab. 10. Prehlad fosforyldcie u réznych &istych kultur pivovarskych kvasiniek

l Doba Anorganicky fosfor Zvyskova glukdza |

odoberania v mg 9, v % |
vzorky _ -

| po hodindch Pl | Pn ) P 17 P1 | Pl | P

i I

] 0 775 | 775 775 5 5 ! 5

i 1 372 f 378 319 2,05 1,96 | 1,28 |

| 2 346 l\ 342 299 1,42 1,54 1,66

i 3 354 337 295 1,56 1,63 1,82

: 4 391 392 291 2,15 2,05 1,61 ‘

} 5 408 404 297 1,40 1,78 1,40 !

L 6 428 | 410 314 2,33 2,01 ’ 1,19

|

K uceleniu nasej orienticie sme vyskusali tiez rozne prevadzkové genericie pivo-
varskych kvasnic a tieZ kmene s roznou morfologickou a fyziologickou charakte-
ristikou (tab. 8). Zd4 sa, %e pri viac raz nasadenych kvasniciach sa tieZ oslabi ich
schopnost fysforylacie. Opakovali sme tento pokus s ¢istymi kultirami pivovarskych
kvasnic, pomnozenych v laboratériu za rovnakych podmienok. Prvi kultdru sme
vypestovali v prostiedi bez anorganického fosforednanu. Tuto fosforom hladoviacu
kultiru sme pomnoZovali v sladine z tej istej kmetovej varky. Fosforyldciu sme
hodnotili obvyklym spésobom a hodnoty anorganického fosforu sme porovnivali
po piatich hodindch (tab. 9). Pokus ukazuje, Ze fosforom vyhladovelé kvasnice
javia najvidsiu schopnost viazat anorganicky fosfor z prostredia. Aviak kvasnice,
vedené uz niekolko generdcii vo vyZivnom prostredi, vykazuji po rovnakej dobe
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najmensie mnoZstvo organicky viazaného fosforu. Ich fyziologickd &innost je
pravdepodobne siistredena na hlbSie prekvasovanie. To je tieZ v sihlase s praksou,
kde sa ukézalo, Ze tretia aZ piatd prevadzkové genericia vyhovuje najlepsie.

V d&istych kulturach, pestovanych v laboratériu, sme preskudali tiez tri typicky
rézne pivovarské kmene: P 1 (p6vodom z pivovaru v Prahe XVI) ako velké podlho-
vasté bunky, P 11 (p6vodom z pivovaru v Lounoch) ako malé gulaté bunky, P 17
(p6vodom z pivovaru v Budejoviciach) ako velké gulaté bunky (tab. 10, Kockova-
Kratochvilova, Vavruchovd a Novikové 1951). Pokus ukdzal, Ze najmohutnejsia
fosforylacia je u kmefiov s velkymi gulatymi bunkami a najmensia u kmetov
s bunkami podlhovastymi. Naproti tomu aktivita fosfatdz je najvadsia u kmetiov
s bunkami ovélnymi a najpomaliia u kmeiiov s velkymi a gulatymi bunkami.
Najhlbsie prekvasuji kmene s velkymi gulatymi bunkami a najslabsie kmene podl-
hovasté.

Sihrn

V tejto praci sme porovnavali podmienky vyvolania Harden-Youngovho efektu
a ako ciel price sme sledovali najlepsie nahromadenie fosforylovanych esterov
cukrov pre izola¢né pokusy. Najlepsie sa pri tom osvedéila kombindcia intaktnych
sulenych kvasnic s plazmolytikom. Intaktné sulené kvasnice samy vyvoldvaji
nepravidelnost, ktord sa javi v polotase kvasenia, ako sme zistili pri podrobnejSom
rozbore reagujicej zmesi. Plazmolytikum samo nemusi vidy vyvolat Harden-
Youngov efekt. Podarilo sa ndm vyvolat uspokojivy efekt malou ddvkou izotio-
kyanatanov. Tato davka musi byt tak mald a presne vysku¥ani, aby nestadila
blokovat tiélové skupiny hexokinazy. Tento sposob sa hodi dobre pre pivovarské
kvasnice, ktoré sa pre ten titel nemusia vysuSovat. Izotiokyanatany maju este tu
vyhodu, Ze sa dajt snadno odstranif zo zmesi pre svoju tekavost, o ostatné plazmo-
lytika nemaji. Najlep8ia sa hodia pivovarské kvasnice hlboko prekvasujice, vyprané
a ulozené pod &istou vodou vo vaniach. Podstupuji tu obdobie hladovania fosforom,
¢o im umoziiuje pri uvedenom postupe fosforylacie rychlejdie viazat anorganicky
fosforednan z reakénej zmesi. St vyhodnejiie ako pekarske kvasnice, ktoré hromadia
niekolko raz menej hydrolyzovateIného fosforu.
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Usyuenue sgdexra Harden Young-a y ;ipoaskeit. L.
Brifop ymoGHEIX ycIoBuit
A. Korosa-Ilpamozeunosa, A. I'eGayeposa u M. I'pdunosa
Peswme

B HacTosmel padore ncesefoBanuch yeaopusa BosuukHoseHuA sfderra Harden Young-a, npu ko-
TOpOM HaGmofaeTcA HaKkomIeHue gocPopuiInpoOBAKHEIX d¢TepoB caXapon. Haunbonee 6:1aronpusrhsie
PesyIbTaTH aBaIa KOMOUHALA HeHAP YUIEHHB X CYIIeHBIX ApOHiKel ¢ MIasMOINTUROM. OfHU TOND-
KO HeHapyUIeHHbIE CYIIeHbIe JPOHGKU BRIBEIBAIOT HeNPABMIBHOCTH, FOCTUTAIONINE MAKCUMYMA B 110J10 -
BuHe BpeMenu Opostenns. Cam mo ceGe IIIa3MOJINTHE HeBceITia 06fA3aTellbHO NHAKTMBUD YeT allipasy.
Ham ymaBanochk Bei3BaTh yRoBiaeTBopurelnbHbiil 3¢Pext Harden Young-a ¢ noMompbio HeGONbINOM
03B U30THOKUAHATOB. ONHAKO BTA K033 AOIKHA OHITH HACTOIBLKO Majla, YTOOL OHa He OblIa CHO-
¢co0Ha 6J0KMpOBATH THOJOBHE I'PYIIBI TeKCOKMAHABHL. OTOT ¢Noc00 BMOJHe NPUTOACH s IIMBHbIX
ApOsIKedt, KOTOPHIE ¢ 9TOM IMeJbI0 He HYMMHO CYymuTh. 30TMOKMAHATEL UMEIOT cUie M TO MpeuMy-
HIECTBO, YTO MX JeTKO YCTPAHUTB U3 CMECH BBUAY MX JIeTYYeCTH, Uero HeT y OCTAdbHBIX ITaBMO-
anrnkoB. JLuA Toro, Yrobe BesBath agdekt Harden Young-a, oriauuHO MOAX0aAT HUsKHEOpOsIUe
OYBHBIE SPOHUKU A MIYGHHHOTO cOPaKUBAHNA, IPOMBITHIE M XPAHUMBIE B BAHHAX ¢ YMCTOd BOJOM.
3/lech OHM HOJIBePralOTCA B TeUeHHe HEKOTOPOro BpeMeHU (OCPOPHOMY IOJOTAHMIO, YTO MOIBOJAET
UM (mpu aToM cnocobe docopunuposanus) GricTpee cBA3LIBATH aHOPraHuuecKullt gocdar w3 nura-
TedbHOM cpeppt, TluBHEIE [ponukn yaoOHee, YeM NeKapHble, KOTOPLIC HAKATITIBAKT B HECKOJIBKO pan
MeHbIe TApodusupyoierocsa gocdopa.

Study of the Harden Young Effect in Yeasts. I.

Choice of Suitable Conditions
A. Kockovd-Kratochvilovd, A. Gebauerova and M. Hrdinowi
Summary

A study was made of the conditions of the development of the Harden Young effect, in which accwnu-
lation of phosphorylated sugar esters occurs. The best has proved to be a combination of intact, dried
veasts, together with a plasmolytic. Intact, dried yeasts alone produce irregularity, which reaches its.
peak at the half-time of the yeast fermentation. The plasmolytic alone does not always inactivate apyrase.
We succeeded in producing a satisfactory Harden Young effect with a small dose of isothiocyanate.
The dose must, however, be small enough not to cause blocking of the —SH groups of hexokinase.
This method is very satisfactory for brewer’s yeast, which does not need to be dried for the purpose.
Isothiocyanates have the further advantage that they can easily be removed from the mixture because
of their volatility, which is not the case with the other plasmolytics. Deeply fermenting brewer’s
yeast, washed and placed in baths in clean water, is an excellent medium for producing the Harden
Young effect. It undergoes a period of phosphorus deficiency which, with the manner of phosphory-
lation described, enables it to bind the inorganic phosphorus from the medium more rapidly. It is
more suitable than baker's yeast, which accumulates several times less hydrolyzable phosphorus.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIO-LOGIE
roénik 1. (1956) — ¢&. 6

Vyznam fermentac¢nich podminek pro produkei penicilinu
kmenem Penicillium chrysogenum 51-20

VLASTA MATELOVA a JAN NECASEK
Vyzkumny ustav antibiotik, Roztoky u Prahy

Doslo 22. 5. 1956

Produktivita kmene je jednim ze zakladnich &initeld, ktery rozhoduje pii vyrobé
antibiotik o vytéinosti fermentaéniho postupu. K lechténi produkénich kultur se
pouZivé selekénich metod, spojenych zpravidla s aplikaci silng pusobicich &initeld.

Zskladni kulturou, ze které byly postupnd vyslechtény viechny kmeny, pousivané v prumyslové
vyrobd penicilinu, byl kmen Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (Anderson a sp. 1953, Johnson 1952,
Stauffer a Backus 1954). Sirokého uplatnéni v provozu dodly zejména kmeny Q 176, 49—133 a 51— 20,
Stauffer a Backus (1954) uvadéji produkce 435 j-/ml pro kmen Q 176, 1519 j-/ml pro kmen 49—133
& 1934 j./ml pro kmen 51— 20. Nutno poznamenat, %e tyto vysledky jsou laboratorni. O produkéni vysi,
které bylo dosahovéno jednotlivymi kmeny za provoznich podminek, nelze z literatury ziskat z4dné
informace. Pouze v posledni praci o penicilinovych kmenech uvadi Tornqvist a Peterson (1954) polo-
provozni vysledky, a to 2000 j./ml pro kmen 49—133; pro kmen 51— 20 je udéna produkce o 30 9, vy3si,

V roce 1954 jsme propracovali ve Vyzkumném tstavu antibiotik podminky pro
fermentaci kmenem 49— 133, kterym jsme nahradili piedchozi kulturu 47— 1564/53.
Po ziskéni kmene 51—20 bylo nasim tkolem vypracovat laboratorni postup fer-
mentace s timto kmenem jako podklad tankové fermentaéni technologie. P¥i této
praci jsme kromé jinych poznatki, na pfiklad zahraniénich zkuSenosti, tykajicich se
zejména sloZeni Zivnych pid, vyuzivali vysledkd, ziskanych pti vyvoji laboratorniho
fermentaéniho postupu pro kmen 49—133.

Materidl a metody

Kmeny a jejich uchovdvdni. Konservy kmenii 49—133 a 51 —20 jsme piipravovali na smési zeminy
a pisku a uchovévali pti teplotd laboratote.

Piprava sporového inokula. Konservu jsme naodkovali na 8ikmy agar ve zkumavce se sporulaéni
pidou 8. Inkubaéni doba pro kmen 49— 133 je pét dnii, pro kmen 51 — 20 ¢tyti dny. Kultivace probihaly
pii teplotd 25 °C. Prvni sporula¢ni generaci (suspensi spor) jsme ofkovali Rouxovy lahve se sporula¢ni
pidou 8. Doba a teplota kultivace je obdobné jako pii kultivaci prvé sporulaéni generace. Prvni a dru.
hou sporulaéni generaci pfechovédvame u obou kment p#i teploté — 18 °C 4 tydny.

Technika laboratorni fermentace. Vegetativni inokulum jsme plipravovali na rotaéni t¥epadce
(240 obr./min., pramér kruZnice 5 cm) v 500 ml varnych baiikdch s 80 ml piisludné pudy. Inkubad&ni
doba byla odvisld od utitého fermentaéniho postupu. Baiiky pro kultivaci vegetativniho inokuls jsme
otkovali vidy sporovou suspensi z druhé sporuladni generace, vyjma u pokusi, v nich# jsme sledovali
zdvislost produkce na poétu sporulaénich generaci. Vegetativni inokulum jsme kultivovali pfi
teploté 25 °C. Vypéstovaného inokula jsme pouzivali zpravidla terstvého, maximéln® 2 dny starého.
Pii tiistuptiové fermentaci jsme druhou vegetativni generaci opdt kultivovali na rotaéni tfepadce
v 500 ml varnych batikéch s 80 ml inokulaéni pudy. K naotkovani druhé vegetativni generace jsme
pouZivali prvni vegetativni generace po piisluiné dobs kultivace, a to vidy 10 ml na batku. Teplota
kultivace byla 25 °C. Doba kultivace byla odvisld od fermentaéniho postupu. Privé tak jako u prvni
vegetativni generace, pouzivali jsme i druhé vegetativni generace zpravidla bezprostfedns po dokondeni
kultivace.
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P#i fermentaci na rotaéni tfepatce (240 obr./min., pramér kruZnice 5cm) jsme pouZivali 500 ml
varngch bandk se 100 ml pisludné produkéni pady. Doba kultivace byla 4 dny pfi teploté 25 °C. Pro-
dukéni pady jsme otkovali 10 9, vegetativniho inokula. Vzorky pro stanoveni penicilinu jsme odebi-
rali 3. a 4. den fermentace. Vétéinu fermentaci jsme provadéli soubdnd na reciproké tfepadce
(96 kyva/min. pti délce kyvu 10,6 cm). Technika fermentace je obdobné fermentaci na rota¢ni ttepacce
s témito vyjimkami: batiky jsme plnili 60 ml fermentaéni ptidy, inokulum jsme piipravovali na rotaéni
ttepadce shodnd s inokulem pro rotaéni tfepatku. Fermentace trvala 6 dnd, pfi ¢em% vzorky pro stano-
veni obsahu penicilinu jsme odebirali 4. a% 6. den. Mycelium, ulpivajici na sténéch bandk, jsme smyvali
pravidelnd kazdych 24 hodin.

Kmen 49— 133 slouzil pfi zavédéni nového fermentadniho postupu pro kmen 51 —20 v fad® piipadt
jako kontrola. Jako inokulaéni pady pro kmen 49—133 jsme poutivali pady ST, ze které byla ve stéfi
inokula 36 hodin otkovéna produkéni pada A I.

Zivnd prostfedi. Sporuladni pada S: glycerin 6,0 ml, melasa 7,5 ml, kvasni¢ni extrakt Yatex 5,0 g,
NaCl 10,0 g, KH,PO, 0,06 g, MgSO,.7H,0 0,058, Fey(SO,)s. (NH,),S0,. 24H,0 0,016 g, CaSO,.
. 2H,0 0,25 g, roztok CuSO,.5H,0 (1 mg/ml) 0,1 ml, agar Difco 25,0 g, destilovanad voda 1000 ml.
pH se neupravuje, doba sterilisace jo 20 minut p¥i 120 °C.

Inokulaéni puda ST: kukufitny extrakt*) (55 9/ sud.) 36,5 g, glukosa 40,0 g, CaCOq 2,0 g, smés
soli 4,0 g, vodovodni voda 1000 ml, sojovy olej 0,05 ml na batiku. Sterilisace 30 minut pfi 120 °C, pH po
sterilisaci 5,4 a% 5,8. Smés soli: KH,PO, 8,75 g, MgS0, . 7TH,0 2,0 g, ZnS0, . TH,0 0,30 g, MnSO, . 4H,0
0,1 g, NaNO; 52,5 g.

Inokulaéni ptide Dex: kukufiény extrakt (55 9, sus.) 27,2 g, dextrin 60,0 g, vodovodni voda 1000 ml,
sojovy olej 0,05 ml na bafiku. Doba sterilisace 30 minut pii 120 °C, pH po sterilisaci 5,4 aZ 5,8.

Inokuladni ptida B I: kukufi¢ny extrakt (55 9, sus.) 60,0 g, sacharosa 27,0 g, Na,S0, 1,0 g, NaOH
0,4 g, vodovodni voda 1000 ml, sojov§ olej 0,05 ml na batiku. Sterilisace 30 minut pfi 120 °C, pH po
sterilisaci 5,8.

Inokuladni pida B II: kukufitny extrakt (55 %, sus.) 31,0g, sacharosa 20,0 g, NaNO; 3,0 g,
KH,PO, 0,4 g, CaCOy 4,0 g, MgSO, . 7H,0 0,08 g, vodovodni voda 1000 ml, sojovy olej 0,05 ml na bafiku.
Sterilisace 30 minut pfi 120 °C, pH po sterilisaci 5,8.

Produkéni puda A I: kukufitny extrakt (55 % sud.) 38,0 g, laktosa 25,0 g, CaCO; 6,6 g, Na,SO,
0,4 g, fenylacetamid 0,5 g, vodovodni voda 1000 ml, sojovy olej 0,05 ml na baiiku. Sterilisace 20 minut
pti 120 °C, pH po sterilisaci 5,8 az 6,2.

Produkéni ptda B III: kukutiény extrakt (55 9, sus.) 2,0 g, laktosa 38,0 g, aradidova mouka, (8 9, cel-
kového dusiku) 23,0 g, CaCOy 5,0 g, MgSO, . TH,0 0,09 g, Na,S0, 1,4 g, fenylacetamid 0,5 g, vodovodni
voda 1000 ml, sojovy olej 0,05 ml na baniku. Sterilisace 20 minut pti 120 °C, pH po sterilisaci 6,8 aZ 7,2.

Stanoveni produkce penicilinu. Obsah penicilinu ve filtrovanych vzorcich jsme stanovili plotnovou
difusni metodou p¥i poutiti testovaciho kmene Bacillus subtilis PCI-220 (Hess 1955). Produkei jsme
hodnotili vidy primérem maxim, dosazenych u kazdé ze t¥i bantk v pokusu.

Vysledky
Stabilita kmene 51—20

Prvnim predpokladem pro praci s kmenem 51—20 bylo ovéfeni stability kultury.
Kmen jsme vyotkovali z piskové konservy na sporulacni padu S a pasazovali aZz
do paté generace. VSechny sporové generace jsme produkénd zhodnotili fermen-
taénim postupem, vypracovanym pro kmen 49—133. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 1. Kmen 51—20 je velmi stabilni, nebot vlivem pasizovani nedoslo témé¥
k poklesu produkee.

Tab. 1. Stabilita produkce u kmene 51—20 pii sporovém pasézovani. Fermentace byly provedeny
na rotadni tfepadce. Vysledky jsou priimérné hodnoty ze 4 pokusi a jsou vyjadfeny v procentech
kontroly kmene 49—133.

I
l I. generace II. generace III. generace 1V. generace V. generace
g g g g
1 i 0/ { 3 ‘ [¢) i } 0/ \ 3 I o/ ‘ 1 ] o,
j-{ml Jo 1 Jml 1 % j./ml %o j-{ml %o j-/mal %o
1372 } 165 “ 1400 L 168 1580 190 1461 176 1286 155
| | |

*) Vyrazem kukufiény extrakt nahrazujeme termin ,,corn-steep’ (zahudténé madeci voda odpadajici
pfi vyrobd kukufiéného skrobu).
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Prvni, druhi a tieti generace byly konservovany. Po naodkovani konserv na
sporulaéni pidu S byly kultury pasifovény az do treti generace. Vsechny tyto
kultury jsme produkéng hodnotili optiméalnim postupem pro kmen 49— 133 a nezjistili
jsme opét vlivem tohoto paséZzovani produkéni pokles.

Béhem dvou mésict skladovani sporového inokula na pudé S pii teploté + 5 °C
i — 18 °C nedoSlo u kmene 51—20 k poklesu produkce. Prave tak jsme zhodnotili
produkéni stabilitu vegetativniho inokula, uchovivaného pri teploté + 5°C. Zde
jsme vlak zjistili, Ze vegetativni inokulum je velmi citlivé na dobu skladovani.
Maximélni mozna doba jeho pfechovavani je 7 dni. P¥i deldim skladovani klesé jeho
produktivita.

Zpusob piipravy vegetativniho inokula

Jako inokula¢ni pady jsme pouzili pady ST a Dex, ze kterych jsme o&kovali
po 24, 36, 48, 54 a 62 hodindch do produkéni ptdy A I. Pramérné hodnoty jsou
shrnuty v tabulce 2. Pii pouziti inokulaéni pady ST bylo dosazeno vy3si produkce
penicilinu nez pti pouziti pidy Dex. Optimalni st4# inokula na pudé ST je 48 hodin,
na pidé Dex 24 hodin. Vzhledem k témto vysledkim jsme proto v dalSich pokusech
pouzivali inokulaéni pudy ST a vegetativniho inokula starého 48 hodin.

Tab. 2. Vliv délky kultivace vegetativniho inokula na vy&i produkee pii pouziti inokulaénich pud ST
a Dex. Fermentace byly provedeny na rotadni tiepadéee. Vysledky jsou primérné hodnoty ze 4 pokusii
& jsou vyjédreny v procentech kontroly kmene 49 —133.

Délka kultivace Inokula¢ni pada
vegetativniho inokula ST Dex
v hodindch j./ml i 9, | jjml 1 o,
J \
24 1285 139 1326 | 143
36 1375 149 1238 ‘ 133
48 1433 155 1261 l 136
54 1325 143 1288 | 139
62 1136 f 122 1055 , 114
| l !

Tab. 3. Vztah mezi produktivitou a mno¥stvim pudy ve fermentadéni bafice. Vysledky jsou pramérné
hodnoty ze 3 pokust a jsou vyjédieny v procentech kontroly kmene 49 —133.

Mnozstvi pady Rotaéni tiepadka Reciproka tfepatka
v baitice v ml j./ml | % j./ml ’ %
( 40 823 82 973 129
[ 60 957 95 1198 159
i 80 1213 121 1106 146
100 1490 | 148 1109 147
120 1518 l 151 903 l 119

l ;

Vliv mnozstvi fermentadni pidy na vysi produkee

Pti kultivacich na rotadni a reciproké t¥epadce jsme ménili mnozstvi fermentadni
pidy AT v 500 ml varnych batikich. Sledovansd mnozstvi pudy byla 40, 60, 80,
100 a 120 ml. Pidu jsme olkovali 10 %, vegetativniho inokula ve stai{ 48 hodin
(inokulaéni pda ST). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3. Pro fermentaci kmenem
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51—20 na rotaéni tfepadce je optimalni mnoZstvi pudy 120 ml, na reciproké 60 ml.
Na rotaéni trepadtce probihd kiivka produkece antibiotika v z4vislosti na mnozstvi
fermentadni pidy opaénym smérem ne# na reciproké tiepacce. V dalsich pokusech
jsme uZivali na zéklad® téchto vysledki pro reciprokou tfepacku 60 ml pidy, pro
rotaéni z technickych davodd pouze 100 ml pidy.

Vypracovani fermentacniho postupu pro kmen 51—20

Po zjisténi zékladnich charakteristik kmene 51 —20 jsme piikroéili k vypracovani
fermentaéniho postupu. Nejprve jsme vyzkouseli rizné inokula¢ni pldy pro prvou
a druhou vegetativni generaci, dile stali vegetativniho inokula a koneéné novou
produkéni piudu B IIL.

Tab. 4. Vliv délky kultivace vegetativniho inokula na vysi produkce pii dvoustupiiové fermentaci.
Fermentace byly provedeny na rotaéni ttepadce. Vysledky jsou pramérné hodnoty ze 2 pokusi a jsou

vyjédieny v procentech kontroly kmene 51—20 pii fermentaénim postupu ST (48 hod.) — A L
Stéit vegetativaiho inokula Inokuladni puda B T | Inokulénipiada BT |
v hodindch i | % | ] %

i _ : ‘ e
24 1045 i 85 1071 ‘ 87
-36 1355 110 1227 ‘ 100
48 ‘ 1259 103 ‘ 1084 ‘ 88
|

Tab. 5. Trstuptiové fermentace na produkéni ptdé A L Vysledky jsou primérné hodnoty ze 3 pokusi
a jsou vyjadreny v procentech kontroly kmene 51—20 pti postupu ST (48 hod.) — A 1.

Stari vegetativniho inokula v hodinéch \ ] .
Rotaéni tiepacka Reciproké tfepatka
pida B I piada B II
24 24 : 100 97
36 24 98 107
48 24 l 90 116
|
\
24 36 1, (5] 97
36 36 ? 77 105
48 36 | 89 102
|
l |
24 48 102 ‘ 105
36 48 107 118
48 48 ‘ 101 108
l

1. Inokula¢ni ptdy. Pro fermentaci kmenem 51—20 jsme zhodnotili inokulaéni
pady BT a BII pii pouziti rizné starého vegetativniho inokula. Jako produkéni
pady jsme pouzivali pidy A I. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4. Optimalni staii
vegetativniho inokula, piipraveného na piadé B 1, je 36 hodin. Tento postup vSak
neni podstatnd vyhodnéjsi nez postup dosud pouzivany, t. j. ST (48 hod.) — A 1.
Pti poutiti inokulaéni piidy B II byla optimélni doba kultivace inokula opét 36 hodin,
aviak ani timto postupem nebylo dosaZeno vy3sich produkei.
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2. Inokula¢ni pady pro tfistupiiovou fermentaci. Pro piipravu prvé vegetativni
generace jsme pouzili pidy B I, pro pfipravu druhé vegetativni generace pidy B II.
U téchto pid jsme hodnotili vliv rizného staii vegetativniho inokula na vy¥i pro-
dukce pfi pouZiti produkéni pidy A I. Vysledky jsou shrnuty v tabulee 5. Pti
postupu BI—B II—AT pfi pouZiti rizné staré prvni a druhé vegetativni generace
nebylo dosaZeno (posuzovédno zejména podle vysledki z rotaéni tfepadky) v zdsads
vyd8i produkce. Ze zkouSenych alternativ byl nejvyhodn&j$i postup, p¥i kterém
prvni vegetativni generace byla kultivovina 36 hodin na pidé B I, z této prvni
generace otkovana druhd vegetativni generace na pidu B II a z té ve st4fi 48 hodin
odkovana produkéni puda.

Tab. 6. Tiistuptiovs fermentace na produkéni ptdé B III, Vysledky jsou primérné hodnoty ze 3 pokust
a jsou vyjadieny v procentech kontroly kmene 51—20 pfi postupu ST (48 hod.) — A I.

St vegetativniho inokula r v . ey
v hodindch Rotaéni tiepatka Reciproké trepacka
pada BI | pade B II j./ml | % j-/ml | A
48 ’ 24 1313 124 1002 127
48 : 36 1564 149 1001 127
36 48 1319 I 125 849 ' 103
I

3. Produkéni piida. Zhodnocené inokulaéni postupy byly aplikovany pro pouziti
produkéni pidy B III. Zhodnotili jsme fermenta¢ni postup B I (48 hod.) — B II
(24 hod.), B I (48 hod.) — BII (36 hod.), B I (36 hod.) — B II (48 hod.). Vysledné
produkee jsou shrnuty v tabulce 6. Nejvy3si produkee bylo dosaZeno pti postupu B I
(48 hod.) — B II (36 hod.), a to na rotaéni tfepadce 1564 j./ml, v procentech kontroly
149 9, produkce téhoz kmene pfi dosud uzivaném postupu ST (48 hod.) — A I.

Tab. 7. Dvoustupiiovd fermentace na produkéni pudé B III pii pouZiti riznych inokulaénich pud.

Vysledky jsou pramérné hodnoty ze 3 pokusi a jsou vyjddfeny v procentech kontroly kmene 51 —20

pii postupu ST (48 hod.) — A I. Jednotlivé fermentaéni postupy nebyly hodnoceny soudasnd a mély
vidy samostatnou kontrolu.

Rotaéni tiepacka Reciproks tiepatka
Inokulaéni puda - - -
j/ml ’ % j./ml ’ %
|
‘ BI 972 84 648 95
B II 1278 110 749 110
| ST 1206 116 1110 109
| Dex 1215 113 904 12
|

4. Produkéni pida B III v kombinaci s inokulaéni padou B I, B II, ST a Dex.
Produkéni pidu B III jsme ockovali vegetativnim inokulem pripravenym na
padé B I, B II, ST a Dex. Na ptdé B I bylo inokulum kultivovéno 36 hodin, na pidé
B II 36 hodin, na pidé ST 48 hodin a na pidé Dex 24 hodin. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 7. Uvedené kombinace fermentaniho postupu s padou B III byly proti
postupu B I (48 hod.) — B II (36 hod.) — B III produkén& nevyhodné.
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Diskuse

Ze ziskanych vysledkt lze vyvodit nékteré zavéry, které podivaji informace
o vyznamu jednotlivych faktort na produkéni vysi. Lze se domnivat, Ze tyto zdvéry
mohou mit pro vyvoj postupu fermentace penicilinu, piipadné i jinych antibiotik.
obecnéj’i platnost. Tak v pribéhu celé price jsme doséhli relativné nejvyssiho
jednorazového zvyseni produkee pouzitim kmene 51—20 pii fermentaci postupem,
ktery byl téméf v nezménéné formé optimdlni pro predchéazejici kmen 49—133.
Je to zfejmé na pi. z tabulek 1 aZ 3. Z mnohondsobné opakovanych pokust, kdy
kmenem 51—20 bylo fermentovano podle schematu ST (48 hod.) —A I, vyply-
nula pramérnd produkce 1316 j./ml, t. j. 137 9%, kontroly kmene 49—133 pfi skoro
totozném fermentadnim postupu ST (36 hod.) — A I. Pfi fermentaci trojstuptio-
vym postupem podle schematu B1 — B II — B III se zvysila produkce v priméru
z mnohonasobné opakovanych fermentaci na 1560 j./ml, t. j. o dalsich 19 %,. U pro-
duktivity uvedeného trojstupiiového postupu se uplatiiuje jak sloZeni vlastnt
fermentadni pdy, tak dvoustupiiovy zptsob piipravy inokula na sacharosovych
ptdach. Vyznam sloZeni fermentaéni pady potvrzuji vysledky, ziskané pii sledovani
vlivu doby kultivace vegetativniho inokula p¥i t¥istupniovém fermenta¢nim procesu.
kde byla vlastni fermentace provedena jednak na pudé A I, jednak na padé B 11I.
Zatim co na fermentadni pudé B ITI se pii sledovanych dobdch kultivace inokula
na ptdach B I a B III pohybovaly produkece na rotaéni tiepatce mezi 124 az 149 %,
kontroly, ¢inila obdobnd &isla, ziskand na padé A I, pouze 89 az 107 %, kontroly
postupu ST (48 hod.) — A I. Produkéni vyznam dvoustupiiové piipravy vegetativ-
niho inokula je zfejmy z porovnani vysledki,, uvedenych v tabulce 7, s primérnou
produktivitou kone&ného trojstupiiového fermentacéniho postupu.

Pti dvoustuptiovém fermentaénim procesu je produktivita jen malo ovliviovina
dobou kultivace vegetativniho inokula. Tak na p¥. pifi fermentaci na ptidé A 1 €ini
nejvétsi produkéni diference pii kultivaci inokula na ptdé ST v rozpéti 24 az
54 hodin 16 %,, na ptdé Dex 10 9,. Naproti tomu viak pti tfistuptiovém fermentaénim
procesu ma doba kultivace prvé a druhé vegetativni generace na ptidich BI a B11
udinek podstatnd pronikavejsi. Pfi pouziti pady A I pro fermentaci ¢ini maximalni
zjisténd diference 32 9, kontroly na tiepadce rotadni a 21 9%, kontroly na ttepacce
reciproké.

Z posouzeni jednotlivych vysledki, dosaZenych ve stejnych pokusech pii fermen-
taci na tfepadce rotadni a paralelné reciproké, vyplyvé, ze rozdily ve zpisobu tfe-
pani se uplatiiuji rizné za riznych podminek. Dikazy pro toto zjisténi jsou zfejmé
z jednotlivych tabulek a neni tieba se jimi podrobné zabyvat. Je zfejmé, Ze pro
studium fermentace v laboratornim méFitku je daleko vhodnéjsi pracovat na tie-
patee rotaéni, kterd v zdsad® podmiiiuje dosazeni vy$$iho provzdusiiovdni nez
tiepatka reciproka. Vzhledem k tomu, Ze intensita pienosu kysliku nemd za raz-
nych fermentaénich podminek vidy stejny vliv (J. Vondri¢kovd, osobni sdéleni),
je nutno poditat s tim, #e po prevedeni laboratorniho fermentaéniho postupu do
fermentaci tankovych nemusi byt ve viech bodech fermentadniho procesu paralelita
mezi vysledky ziskanymi pii fermentaci tfepackové a tankové.

V této souvislosti stoji za zminku, %e uvedeny trojstupiiovy fermentaéni postup
po pievedeni do laboratornich fermenta¢nich tanka (obsah 20 litrd) daval téméi
bez odchylek proti laboratornimu pfedpisu primérné produkce 2400 j./ml pfi trvani
fermentace 120 az 130 hodin.

Souhrn
Pii vyvoji laboratorniho fermenta¢niho postupu pro kmen 51 —20 jsme sledovali
jednotlivé dinitele, ovlivitujici dosazitelnou produkéni vysi. Pfi pasaZovani tohoto
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kmene aZ do paté sporula¢ni generace na pevné piadé nedochézi k poklesu produkece.
Sporulaéni kultury lze skladovat maximalng po dobu dvou mésicli, vegetativni
inokulum v8ak maximélng 1 tyden. Pi fermentaci postupem, ktery byl diive vypra-
covan jako optimdlni pro kmen 49—133, produkuje kmen 51— 20 na rotaéni tiepadce
v praméru 1316 j./ml. P¥i tomto postupu je vegetativni inokulum ptipravovino na
glukosové otkovaci pids; fermentaéni pida je typu laktosa — kukufiény extrakt.
Zavedenim nového fermentaéniho postupu byly produkece zvyfeny v priiméru na
1560 j./ml. Tento postup je t¥stuprtiovy. Vegetativni inokulum je piipravovéno ve
dvou generacich na ptidach typu sacharosa — kukutiény extrakt, fermentaéni pada
je typu laktosa — araSidovd mouka — kukutiény extrakt. V soub&znych fermenta-
cich na tfepadce rotadni a reciproké jsme zjistili, e rozdiln4 intensita provzdustiovani
se muZe uplatiiovat rizn¢ za riznych podminek fermentace. Poukizali jsme na vy-
znam jednotlivych éinitelis biologickych podminek fermentace na produkéni vysi.

Stanoveni obsahu penicilinu provadél J. Hess, fermentace v laboratornich tancich poloprovozni
skupina tstavu, vedend Ing. J. Zajitkem.
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Biusinue yesiopuit epMentanun Ha HpPONYKIMIO HeHAMUIIMHA HITAMMOM
Penicillium chrysogenum 51—20

B. Mameaosa u A. Heuacex
Peswwme

Hpu paspaGorke maGopaTopHBIX TpUeMOB depMeHTanUM AIA mTaMMa 51—20 MBI MCCIEKOBAJI
OTAesbHBIE (PAKTODHI, BIMAIOIINE HA PasMephl KOCTHHMUMON npopysinu. IIpu maccamax sroro
IOTaMMa BIUIOTH A0 NMATON cnopoo0pasyomelt reHepallud HA IUIOTHOMN Cpefie yMeHbIIEHHe NpO-
Aykuuu He HaGmofanoch. CnopooGpasywmue crafun KYJIbTYpPH MOJKHO XDAaHUTH MAKCHMAJIBHO
B TeUeHWe 2 MecAlleB, HO BereTaTWBHHI inoculum — me Goubime Heflean. IIpu depmenrannn no
¢nocoly, KOTOPHH OB HaMm paspaloTal paHee KAK ONTHMANbHbIM A3 mTaMMa 49—133, mramm
51—20 maer Ha Bpawawie#cA Kadalke B cpefgHeM 1316 en./ma. ITpn sTom crnocofe BereTaTMBHEIN
inoculum npuroToBNAETCA Ha MHOKYJIANMOHHOM cpefie ¢ INIOKO30H; 1A PepMeHTAUUM MCIOIb-
BYETCA Cpefida THNA JaKT03a — KYKYPY3HH#t dKcTpakr. BBefieHme HOBOrO croco6a depmen-
TAaLMK MOBLICHIIO NPOAYKIMIO B cpejiHeM [0 1560 efi./MT. DTo croco6 Tpex cryneHeit, BereraTuBHuIi
inoculum npuroToBIfAeTCH B ABYX reHepaluAX Ha Cpefie THIIA €aXapo3a — KYKYpY3HHIH 9KCTPAKT;
(gepMeHTANMOHHAA cpefa OHIBAeT THMIIA JAKTO33 — APaxXMiHAA MYKa -— KYKYDPYBHHI#i SKCTDAKT.
Hpy napannensuoit gepMentanuu Ha Bpamaomelca u NOCTYNATeJbHOM KauyallKaX MEl YCTAHOBHJIM,
'ITO adpaluA pasiuMHON WHTEHCUBHOCTH MOJKeT OKA3HBATh Pa3jiudHOe BIMAHME B 3aBHCHMOCTI!
OT PABNMYHHIX ycnoBuil epmentanuu. Mbl aHAIMBUPOBANH 3HAYeHMe OTHeNbHEIX (PaKTOPOB OMo-
JOTHHECKUX ycaoBnit epMeHTAUNH A PA3MePOB TIOyYaeMOl NPORYKUMM MeHMUMIINHA,
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The Significance of Fermentation Conditions for the Production of Penicillin by the
Strain Penicillium chrysogenum 51—20

V. Matelovd and J. Neébdsek .
Summary

In developing a laboratory fermentation method for the strain 51 —20, a study was made of the
individual factors which influenced the attainable production level. By successive transfer of this strain
up to the fifth spore generation on a solid medium, no decrease in production occurred. The sporulated
culbures can be stored for two months at most, the vegetative inoculum for maximally one week. By
a fermentation method which was originally elaborated as being optimal for strain 49—133, the strain
51—20 produces an average of 1316 u/ml. using a rotary shaker. With this method, the vegetative
inoculum is prepared on a glucose inoculation medium and the fermentation medium is of the type
of lactose —corn-steep. The introduction of the new fermentation method resulted in an average increase
in production of 1560 u/ml. This method consists of three steps. The vegetative inoculum is prepared
in two generations on sucrose —corn-steep media, the fermentation medium is of the type of lactose —pea-
nut flour —corn-steep. In parallel fermentations on a rotary and reciprocating shaker, it was found that
different intensity of aeration can have varying effects under different conditions of fermentation.
The influence of the individual factors of the biological conditions of fermentation on production is
discussed.
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Ceskoslovenskd
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roénék 1. (1956) — &. 6

Nové antibiotikum BU 306

VLADIMIR SEVCIK, MILOSLAV PODOJIL, MARTA KYSELOVA a ALENA VRTISKOVA
Ceskoslovenské akademie vdd, Biologicky vistav, mikrobiologické oddéleni, Praha
Reditel ustavu akademik Tvan Mélek

Dodlo 28. 4. 1956 .

Z antibiotik bilkovinného charakteru, isolovanych z aktinomycet a udinnych na
grampositivni i gramnegativni bakterie, byl v literatufe popsédn pouze aktinomycetin
(Welsch 1937—1947). V nasledujici praci uvadime vysokomolekuldrni antibiotikum
pravdépodobnd bilkovinného charakteru, G&inné na grampositivni i gramnegativni
bakterie.

Material a metody

Kmen aktinomycety BU 308 byl isolovén z pudniho vzorku.

Selekce kmene aktinomycety, laboratorni kultivace a mikrobiologické titrace antibiotika jsme provadéli
podobnym zpiisobem jako u antibiotika BU 271 (Sevéik a sp. 1956). Kfivka antibiotika BU 306 u difusni
metody mikrobiologickych titraci odpovidé kiivee streptomycinu v rozmezi 1—4¢ j./ml.

Piiprava surového prepardtu antibiotika. Antibiotikum BU 306 muZeme adsorbovat na aktivni uhl
pii kyseld, neutrélni i zésadité reakei (pH 2-—9), eluce s uhli okyselenym methanolem ani smési metha-
nolu a benzenu (1 : 1) viak nikdy nebyla Gspdsné.

Jeliko? nebyla vyhodnd ani adsorpce na aktivni uhli ani extrakce organickymi rozpoustédly, byly
surové preparaty antibiotika pfipraveny lyofilisaci dialysovanych filtratt Sestidenni kultury aktino-
mycety.

350 ml fermentaéni tekutiny o pH 7,45 a Gdinnosti 3.500 j. 8./ml (streptomycinovych jednotek) jsme
zcentrifugovali a &iry roztok 48 hod. dialysovali proti destilované vod® pii teploté + 2 °C. Roztok bez
elektrolytt byl lyofilisovén, §im% jsme ziskali 440mg slabd naZloutlého amorfniho préadku s uéinnosti
2 000 streptomycinovych jednotek na mg. Reakce amorfniho prafku s ninhydrinem byla positivni.

Antibiotikum BU 306 muZe byt vysréZeno z filtr4tu kultury po pfidéni 60 %, (NH,),S80,.

Elektroforesa. K elektroforese antibiotika BU 306 jsme pouZivali papiru zn. Whatman &. 1 (7,5 cm X
X 30cm), a to jednak v 0,05 M octanovém tstoji pH 5,2 (265 V, 5mA, 3 hod.) a jednak v 0,0125 M
fosfatovém ustoji pH 7,2 (265 V, 2,5 mA, 3 hod.). Jako kontroly pro endosmosu jsme poutili chloram-
fenikolu a hydrolysdtu Zelatiny.

Cytostatickou 4dinnost jsme zjistovali metodou podle Yamamoto a Yamaoko (1954) u my3i s Ehrli-
chovym ascitickym tumorem.

Vysledky a diskuse

Antibiotikum BU 306 jsme zigkali z kmene aktinomycety, uvedené v nasi sbirce
pod ¢islem 306. Kolonie aktinomycety, které jsou vespod rezavé hnédé, tvori na
b&inych agarovych ptdach nazloutlé spory, pigment do agarové pudy neprodukuji.

Pavodni kmen aktinomycety produkoval p¥i submersni kultivaci na tfepaéce
na ptdd uvedené u antibiotika BU 271 (Sevéik a sp. 1956) 120 j. S./ml (streptomyci-
‘novych jednotek). Rozsevem na agarovych padach téhoz sloZeni jsme ziskali oditépy
s maximdlni produkei okolo 1000 j. S./ml. Postupnym p¥eotkovavénim na Sikmych
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bramborovych agarech klesala produkce antibiotika z 1000 j. S./ml aZ na 300j. S./ml.
Po novém rozsevu na agarové pidé jsme ziskali 35 oditépd, z nichz vétsina (27)
produkovala antibiotikum, avSak v mensi mife (100—400 j. S./ml). Ziskané oditépy
byly dost nestalé. Dal$im rozsevem isolatu, produkujiciho 400 j. S./ml, byly ziskany
32 odstépy, z nichz u 7 byla mnohem vys§i produkee (1000—1600 j. S./ml).

Rozsev aktinomycety BU 306 byl providén na agarové pudé s kukufiénym extrak-
tem (0,5 %), ktera svym obsahem aminokyselin mtze ptedstavovat vhodné prosttedi
pro biosyntesu bilkovin (molekulu antibiotika). Jednotlivé odstépy jsme uchovéavali
na Sikmych bramborovych agarech v lednici pti + 4 °C.

Vysokou produkei antibiotika (1500—2000 j. S./ml) jsme ziskali p#i kultivaci na
reciproké trepadce na vyse uvedené pudé s kukufiénym extraktem. V nékterych
ptipadech byla ziskdna maximélni produkee 3500 j. S./ml, a to po 6—7 dnech kulti-
vace.

Tabulka 1. Stabilita antibiotika BU 306

1 ) pH 2,0 | pH 7,0 “ pH 9,0
Zcentrifugovany vzorek :

| streptomycinovych jednotek v ml

Po upravé pH 140 160 148
24 hod. 4°C 116 160 115
24 hod. 20°C 0 150 53

15 min. 100 °C 0 0 ! 0

Pii fermentaci ve sklenéném laboratornim tanku o obsahu 1000 ml jsme dosahli
maximélni produkce 1150 j. S./ml po 120 hod. kultivace. Laboratorni tank jsme
otkovali vegetativnim inokulem (2 9%, objemu pudy) z ttepadky, starym 24 hod.;
michéni 375 ot./min., vzdusnéni jeden objem vzduchu za minutu.

Stabilita antibiotika je uvedena v tabulce 1. Pti 2 °C bylo antibiotikum stalé po
nékolik tydnu.

Organické rozpoustédla antibiotikum rozrusuji. Antibiotikum BU 306 nedialysuje
celofanovou membranou; skvrna antibiotika po oddéleni od balastnich litek na
papirovém elektroforegramu se barvi bromfenolovou modii, coz ukazuje na moznost,
ze jde pravdépodobné o bilkovinny charakter molekuly.

Antibiotikum BU 306 je p#i difusni metodé mikrobiologickych titraci nejudinnéjsi
pii pH 8. Utinnost postupné klesi s klesajicim pH. 509, krevnim serem je anti-
biotikum inaktivovano z jedné poloviny. Antibiotikum BU 306 pusobi na grampo-
sitivni i gramnegativni bakterie. Uéinnost antibiotika je uvedena v tabulce 2. Na
mikroba Mycobacterium phlei pisobi antibiotikum BU 306 piiblizné v téchze kon-
centracich jako streptomyecin.

Antibiotikum BU 306 neni p#ili§ toxické. Na protozoa Tetrahymena gelei a Euglena
gracilis neptsobila koncentrace 1000 j./ml toxicky (filtrat kultury). Toxicita u mysi
zavisela na mnozstvi piitomnych vysokomolekularnich balastnich latek a ne na
koncentraci (idinnosti) antibiotika. U intravenosnich injekei bylo LDy, 0,5 mg/20 g
u lyofilosovaného preparatu po dialyse s iéinnosti 2000 j./ml. U preparatu s Giéinnosti
800 j./mg bylo LDy, 0,7 mg/20 g, coz odpovidd 560 j./my§ a u preparatu s iéinnosti
120 j./mg bylo LD, 1 mg/20 g, coz odpovida 120 j./myS.

Antibiotikum BU 306 pusobilo téZ na Ehrlichuv asciticky tumor u mys$i. U kon-
taktniho testu, kdy buiiky tumoru byly 3 hod. v lednici s antibiotikem, pozorovino
prezivani mysi u davek 125 j./my8. Zatim co kontrolni mysi s tumorem bez anti--
biotika hynuly po 12—15 dnech, pfezivaly mysi s antibiotikem pies mésic. V pokuse
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bylo pouZito preparitu s G&innosti 1000 j./mg. Podobné vysledky jsme pozorovali
u terapeutickych test@ s touZe koncentraci antibiotika, kdy antibiotikum bylo
podévino jednou denné celkem po osm dni. Antibiotikum bylo pod4véino intra-
peritonedlné a prva ddvka antibiotika byla vsti{knuta za t¥i dny po naodkovéani
tumoru.

Tabulka 2. Spektrum tginku antibiotika BU 306

Inhibice mikroba

Mikroorganismus (- S./ml)

;
|
i
|

1

Bacillus subtilis ATCC 6633
B. mesentericus
B. mycoides
B. tumefaciens
Staphylococcus aureus
Sarcina lutea
Micrococcus lysodeicticus
M. cremori viscosi
Escherichia colt
E. freundi 16
Salmonella typhosa 1
8. puratyphi B : 1
8. typht murium i 1
Shigella paradysenteriae 0
Sh. alcalescens 0,5

4

1

0

—
SO D =
o

Pseudomonas aeruginosa
P. putida
Nocardia asteroides

Z vysokomolekuldrnich antibiotik (bilkovinného charakteru), kters piisobi na
grampositivni i gramnegativni bakterie, je zndm u aktinomycet pouze aktinomy-
cetin. Antibiotikum BU 306 se v3ak li&i od aktinomycetinu jednak stabilitou a jednak
zplisobem isolace. Antibiotikum BU 306 se nevysrazi ani okyselenim na pH 3—4 po-
moci HC, ani pfidénim 4 objemi alkoholu nebo acetonu.

Soukrn

Antibiotikum BU 306 bylo ziskino z blize neuréené aktinomycety oznadené
¢s. 306. Surovy preparit antibiotika je nazloutld vysokomolekuldrni latka, kters
se barvi na elektroforegramu bromfenolovou mod#i. Antibiotikum piisobi na gram-
positivni i gramnegativni bakterie a na Ehrlichiiv asciticky tumor u mysi.

Toxicita antibiotika zédvisi na &istotd prepardtu. U prepardtu s wdinnosti
2000 j. S./mg bylo LDy, pfi intravenosnich injekeich 25 mg/kg.

Antibakterijnim spektrem a velikosti molekuly se podobs antibiotikum aktino-
mycetinu, od néhoZ se viak li§i stabilitou, zptisobem isolace a rozpustnosti v orga-
nickych rozpoustédlech.

Surové preparéty antibiotika pfipravil RNDr L. Novotny v Chemickém tstavu GSAV, za coZ mu zde
d&kujeme. Déle dékujeme M. Vévrové a E. Nedbalové za technickou spolupraci.
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Hoswit agtunéuornx BU 306
B. llesuur, M. ITodous, M. Kuceaosa u A. Bpmuwrosa

Peswowme

Anru6uornk BU 306 OLUT mOsTydeH M3 TOYHee He ONPEJe;IeHHOTO JTyYMCTOr0 rpubKa, 0603HaueH-
goro Hamu Ne 306. B chipoM Bufie npenapar aHTHOMOTHKA MpeACTaBIseT ielToBaTOe HelTpaJIbHOE
BeIlleCTBO, BePOSITHO OeJIKOBOTO Xapakrepa. AHTHOMOTMR [eHcTBYeT HA I'PaM-NOJOAMUTEJbHEIC
U rpaM-OTpPUIATENbHbE GaKTePHH U Ha acUUTHYIO OmyXoJb dpauxa y mpuueil, Tokcu4HOCTE aHTH-
fHOTUKA BaBUCHT OT CTENIeHH YMCTOTH Tpemapara. ¥ npemapata ¢ shderrusroctsio 2000 ef. c./mr
IpH BHYTPUBEHHLIX BIphickuBaHuAx LDy, 6eima 25 mr/kr. Ilo ceoemy anTu0aKTepUAHOMY CHCKIPY
@ 7O pasMepaM MOJICKYIH AHTHOMOTHMK O6iM30K K AKTMHOMULETUHY, OT KOTOPOrO OTIAMYAETCH
0JIHAKO N0 CcBOEH YCTOMYMBOCTHM, HO croco0y WMBOJMAIMM M 1O PacTBOPUMOCTH B OpPTaHMYECKAX
pacTBOpUTENAX.

.

The New Antibiotic BU 306
V. Sevéik, M.Podojil, M. Kyselovd and A. Vrtiskovd
Summary

The antibiotic BU 306 was obtained from a unidentified actinomyces which was labelled No. 306.
The raw preparation of the antibiotic is a yellowish, neutral substance, probably of a protein character.
The antibiotic acts on gram-positive and on gram-negative bacteria and also on Ehrlich ascitic tumour
in mice. The toxicity of the antibiotic depends on the purity of the preparation. In a preparation with
a strength of 2,000 units S/mg., LDy, on intravenous administration was 25 mg/kg. The antibacterial
spectrum and size of the molecule resemble those of actinomycetin but the antibiotic differs from this
by its stability, the method of isolation and solubility in organic solvents.
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Pouziti tec¢kovaci reakce na sirovodik pii sledovani siranové redukce

JIRI ULEHLA, MILOS SPURNY a MILAN DOSTALEK
Ustav pro naftovy vyzkum, Brno

Doslo 27. 2. 1956

Proces biologické redukce siranii v pfirodnich vodach je vazan na ¢innost desulfu-
rika¢nich bakterii. Tento pochod, charakteristicky pro vody naftovych oblasti
(Bastin 1926, Sturm 1950), je spojen s obohacenim téchto vod sirovodikem.

B&ind lze usuzovat na intensitu biologické redukce sirani z mnoistvi sirovodiku, stanoveného ve
vodéch analytickymi metodami titraénimi nebo kolorimetrickymi. Spolehlivéjsi obraz viak ziskéme
sledovanim aktivity desulfurika¢nich bakterii, nebof positivni testy na redukei sirant svédéi o pravds-
podobné tdasti biologickych pochod na tvorbs sirovodiku ve zkoumanych vodéch.

Metodika kvalitativniho testovéni vod na pfitomnost desulfurika¢nich bakterii spod¢iva v tom, Ze se
analysovand voda obohati n&kterymi %Zivinami a solemi dvojmocného %eleza (Starkey 1948). Po inkubaci
za anaerobnich podminek se projevi pfitomnost desulfurikadnich bakterii tvorbou ¢erné sraZeniny sir-
niku Zeleznatého. Podle rychlosti produkce ¢erné sraZeniny a podle doby, po niZ poéind jeji tvorba, 1ze
usuzovat na mnoZstvi a aktivitu desulfurika¢nich bakterii v studované vod&. Vysledky ziskané touto
metodou maji jen orientaéni vyznam. Kvantitativni ddaje o vyskytu desulfurikaénich bakterii prak-
ticky nelze ziskat ani plotnovou analysou.

Vypracovali jsme proto metodu pro kvantitativni hodnoceni biologické redukce
sirani ve vzoreich vod, jejiz princip spodivd ve sledovani produkce sirovodiku
v zdvislosti na dase, za podminek optimalnich pro rozvoj desulfurikaénich bakterii.

Material a metody

Kultury a metody kultivace. Zékladni kulturu bakterii todu Desulfovibrio jsme ziskali ze sirovodiko-
vého pramene Dudikovych l4zni ve Vizovicich. V pokusech jsme pracovali s hrubd pfecisténou kulturou.
Metodika kultivace, charakteristiky rostu, optima pH a rH t&chto bakterii byla detailn® studovéna
a popséna (Dostélek 1956). Pro kultivaci jsme poutili modifikovaného laktdtového Zivného roztoku
(Starkey 1948) bez Mohrovy soli: kysely fosforeénan draselny 0,1 9, chlorid amony 0,1, chlorid vépe-
naty 0,01, kryst. chlorid hofeénaty 0,01, siran sodny 0,1, sifi¢itan sodny 0,02, mlé¢nan amonny 0,35,
kvasniény extrakt 0,005. Pii rozborech vod byly #iviny rozpoustény piimo v analysované vodd.
Ziviny jsme ptidali v dobs, oznatené za poditek pokusu. Anaerobni kultivaci jsme provédsli v 16kovkéch
se zabrouSenym hrdlem o obsahu 100 ml. Kultivaéni teplota byla udrZovéna p#i 32 °C.

Stanovent sirovodiku. P¥i v8ech dynamickych metodéch, pti nich% usuzujeme na zakladé intensity
daldiho ristu na podet mikroorganismii, pivodnd pfitomnych ve vzorku, je tieba poéitat se zna&nou
variabilitou. Podobné je tomu i pfi sledovani siranové redukce. Tato okolnost rozhodovala pfi volb&
chemické metody, kterd musela byt dostatetnd rychld a jednoduchd, aby umoznila sledovat produkei
sirovodiku v potiebném poétu paralelnich pokusii. ProtoZe redukce siranti vzorkem byla hodnocena na
zéklad® n&kolika bodd, t. j. z pribshu kiivky produkce sirovodiku v zévislosti na &ase, nebyla vyZado-
véna od jednotlivého stanoveni maximalni presnost.

Uvedenym podminkém nejlépe vyhovovala b&Znd teSkovaci reakce sirovodiku na filtratnim papife,
impregnovaném octanem olovnatym, p¥i ni% se tvofi vyrazné, ¢ernohnédé srazenina sirniku olovnatého.
Pro tedkovaci reakei jsme poutili rolového filtraéniho papfru n. p. Dfevona Hronov. Archy o rozmérech
22 X 30 em byly ponofeny do derstvd pipraveného, nasyceného roztoku octanu olovnatého a vysu-
Seny (p¥i pouf#iti starSich, zdsobnich roztoku vznikaji se sirovodikem skvrny nestejnomérnd zbarvené,
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coZ ztdZuje jejich hodnoceni). Zkoumany vzorek jsme nakapavali mikropipetou vidy v konstantnim
mnozstvi 0,02 ml. Koncentraci sirovodiku ve vzoreich jsme stanovovali visudlnim srovnanim se skalou
standardi obsahujicich 10 az 170 ug H,S/ml. Standardy jsme piipravili nakapavanim rizng feddéné
kualtury desulfurika¢nich bakterii v Zivném prosttedi bez sifiéitanti. Obsah sirovodiku v jednotlivych
fedénich jsme stanovili pfimou jodometrickou titraci. Abychom nemuseli pfipravovat vidy nové
standardy — skvrny sirniku olovnatého ¢asem ponékud zesvétlaji — pripravili jsme podle standardia
permanentni barevnou kélu, podle niZ jsme hodnotili viechny skvrny.

Vysledky

Tabulka 1, kterad zahrnuje hodnoceni 34 skvrn, ziskanych pfi sledovani biologické
redukce sirant ve dvou zkoumanych vodach, ukazuje reprodukovatelnost hodnoceni
sirovodikovych skvrn. Vysledky hodnoceni skvrn dvéma pracovniky se lisily v prii-
méru o 8,7 %,.

Tab. 1. Reprodukovatelnost hodnoceni sirovodikovych skvrn.

C. A B JA-B | |
1 23 17 6 :
2 24 24 0
3 24 24 0
4 24 24 0
5 24 26 2
6 29 31 2
7 32 31 1
8 32 2 8
9 33 | 37 4
10 33 | 34 1
11 35 35 0
12 35 ‘ 34 1
13 36 36 1
14 35 31 5
15 37 34 3 i
16 37 37 0
17 37 37 0
18 ; 38 37 1 ‘
19 ! 42 43 1
20 s 42 42 0
21 53 56 3
22 53 50 ‘ 3
23 58 58 0
24 58 63 5
25 59 55 ; 4
26 66 76 10
27 80 i 59 21
28 82 ! 88 6
29 112 i 117 5 ‘
30 117 111 6 ’
31 140 ‘ 146 l 6
z 32 146 \ 152 ‘ 6
; 33 146 | 134 | 12
| 34 158 \ 140 | 18
|
Soucet 1980 ‘ 1943 \ 141

Sloupce A a B obsahuji praméry tiikrat opakovaného visudlniho hodnoceni tychz skvrn dvéma pracov-
nfky. Skvrny ziskény nakapévénim kultur desulfurikaénich bakterii z pfirodnich vod. Hodnoty v tabulce
udavaji ug H,S/ml
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Popsanou metodou jsme sledovali produkei sirovodiku v pretisténych kulturdch
desulfurika¢nich bakterii pti rizné velkém inokulu. T¥i dny starad kultura byla po
odstfedéni doplnéna do ptivodniho objemu Zivnym roztokem a z ni byla piipravena
ztedovaci fada. Produkei sirovodiku v zdvislosti na &ase a velikosti inokula ukazuje
tabulka 1 a obr. 1.

Tab. 2. Hodnoceni produkee sirovodiku v kulturdch desulfurikaénich bakterii p¥i raznd velkém inokulu

(viz obr. 1). D = fadovy poéet desulfurikaénich bakterii v 1 ml. - Hodnoty v tabulee udévaji ugH,S/ml

D

108 107 108 105 10# 10°
16,0 45 — — — — —
24,0 65 25 —_ — — —
29,5 100 65 15 - — —
40,5 170 115 80 15 — -
49,0 > 170 170 135 80 20 5
64,5 — — > 170 150 115 70
72,0 — — — > 170 150 115
92,5 - — - - > 170 170
100,0 - — — — — > 170

Diskuse

Na obr. 1 je zfejmé zavislost mezi f4dem ziedéni inokula a Sasem, po ném% dochazi
k produkei sirovodiku. P¥i aplikaci této metody je tfeba dbat na okolnost, %e inten-
sita siranové redukce nemusi zaviset pouze na poétu a na ,,aktivité‘* desulfurikaénich

Obr. 1. Pavodui zédznam produkce sirovodiku v kulturdch desulfurikadnich bakteri phi razné velkém
inokulu. D = #é4dovy podet desulfurikaénich bakterii v 1 ml.
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bakterii ve vzorku, ale i na ostatnich slozkdch mikrobni populace, jejichz pii-
tomnost se muZe projevit budto stimulaci (Starka 1951), nebo i inhibici (Spurny,
Dostalek a Ulehla 1956) produkece sirovodiku. Popsand metoda je vyhodna svou
pruznosti, protoze divd beze zmény postupu kvantitativni informace o produkei
sirovodiku i pro inokula, lisici se velikosti o Sest Fad.

Tato vyhoda vynikne zejména p¥i porovnéni s plotnovymi metodami, jejichz pouZiti je pro stanovent
desulfurikaénich bakterii samo o sob® problematické (Grossman a Postsgate 1953). Plotnové metody
dovoluji stanovit pfesnd podet mikroorganismi jedind p¥i takovém ziedéni vzorku, kdy na jednotku
povrchu pFipads urdity, uzce vymezeny podet zérodkir. Tuto podminku je moZno dodret, jestlize zname
alespon #4dov® potet mikroorganismil ve vzorku, jinak je tfeba piedb®ind jej stanovit nebo piipravit
celou serii ploten pro ruzné fedéni. Oboji je velmi nevyhodné pii stanoveni desulfurikaénich bakterii
v piirodnich vodéach, kde se jejich poéet miZe pohybovat mezi 10! az 108 v 1 ml (Spurny, Dostalek
a Ulehla 1956).

Vénovali jsme proto samostatnou praci pouziti popsané metody pro sledovani biologické redukce
sirant k piimému stanoveni poétu desulfurikaénich bakterii ve voddch minerélnich prameni. (Spurny.
Dostalek a Ulehla 1956).

Souhrn

1. Pfi studiu biologické redukce sirant jsme sledovali produkei sirovodiku te¢ko-
vaci reakel na filtra¢nim papife nasyceném octanem olovnatym.

2. Teskovaci metodou se stanovi sirovodik v mezich 10 az 170 ug H,S/ml. Hodno-
ceni skvrn dvéma pracovniky se lifila v praméru o 8,7 %,. :

3. Poukazujeme na moznost vyuZiti popsané metody pro stanoveni poétu desulfu-
rika¢nich bakterii v minerdlnich vodach.
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r[pHMeHeHP[O TOYEYHOIT peaxnmuu Ha CepoBOAOPOA 11PU neeJeJoBaHMn
OMOJIOTNYCCKOTO BOCCTAHOBIIEHWA (zynb(ba'mn

10. Yaeeaa, M. Cnypuvii u M. Jocmaaer
Peswme

Wsyyas 610JIOTMYeCKOE BOCCTAHOBJIEHUE CYIb(aTOB, aBTOPHL UCCIIeA0BATII BHITejeHUE CePOBOJO-
pOfA ¢ TMOMOIIBIO TOYeUHOM peakuy Ha GuibTpoBaNbHOMK GyMare, IPONMTAHHOM AlleTATOM CBUHILA.
C MOMOUIBIO TAKOTO KAIeIbHOIO METORA ONpefiesieHne cepoOBOAOPOAa BO3MOKHO B Ipefieiax ot 10 mo
170 ur H,S/mn. Pe3ymbTaTH OLEHKH OTAeNBHHX IATEH NBYMA MCCIeAOBATENAMU, PalOTaBUIMMI
HeBaBUCHMO APYT OT ApYra, pacXoguinch B cpefHeM Ha 8,7%. OTMeuaeTcA BOBMOMHOCTD HCIOIb-
30BaTh BTOT METOX AJIA ONpefjelHUA KOJMdYecTBa MecymbQypupyomunx Oakrepuit B MUHEPATBHBIX
BOZaX.
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Biological Sulphate Reduction as Studied by means of the Spot Test Reaction
for Hydrogen Sulphide

J. Ulekla, M. Spurngj and M. Dostdlek
Summary
The biological reduction of sulphate was studied by means of the spot test reaction for hydrogen
sulphide on filter paper impregnated with lead acetate. With the method described, hydrogen sulphide
can be estimated in a range of 10— 170 g/ml. The evaluation of spots by two workers differed on an average

by 8.7 %, Attention is drawn to the possible application of this method to the estimation of the number
of sulphate reducing bacteria in mineral waters.
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Metoda kvantitativniho stanoveni desulfurikac¢nich bakterii

MILOS SPURNY, MILAN DOSTALEK a JIRf ULEHLA
Ustav pro naftovy vyzkum, biochemické oddéleni, Brno

Doélo 3. 3. 1956

Vyskyt sirovodiku v hlubinnych vodéch naftonadéjnych oblasti neni dosud zcela
vyjasnénym problémem. Vedle nazoru, ktery pedpoklada jeho anorganicky ptavod
(Gartner 1929, Mahel 1952), jsou teoretické i experimentalni podklady pro domnénku,
#e tvorba sirovodiku ve vodach téchto oblasti je vdzana na biologickou redukei
sirant &innosti desulfurika¢nich bakterii.

Tato skupina byla nalezena prakticky vidy ve vodéach naftovych oblasti (Gahl a Anderson 1928,
Ginzburg-Karagiteva 1933, Isatenko 1940, Sturm 1950, Ekzercev a Kuznécov 1954) a v sirovodikovych
vodéach naftonadsjnych oblasti (Spurny a Dostélek 1956). Vysledky mikrobiologickych testti na pii-
tomnost aktivnich bakterii této skupiny v minerdlnich sirovodikovych pramenech mohou poskytnout
zévainy material pro rozhodnuti, zda pii nélezech sirovodiku ve vodéch je opravnénéjidi vyklad jeho
vzniku biologickou redukei sirant ¢i zda jde o proces anorganicky. Po doplnéni kvalitativnich testu
kvantitativnimi udaji o pottu desulfurikaénich bakterii ve studovanych vodach bylo by mo#no srovnat
nalezené poéty zarodki s analytickymi daty obsahu sirovodiku a tak soudit na zdékonitosti mezi akti-
vitou desulfurikaiénich bakterii a koncentraci sirovodiku ve vodach.

V této praci navrhujeme metodu kvantitativniho stanoveni desulfurikacnich
bakterii ve voddch, jejiZ princip spodiva ve srovnéni kiivek produkee sirovodiku ve
studovanych vodach se standardnimi kiivkami, ziskanymi z &istych kultur desulfu-
rikaénich bakterii o znAmém podtu zérodkd v 1 ml. Teoreticky jsme predpokladali,
%e ziskané kfivky budou stejného charakteru a #e srovnani se standardy umoZni
piimo uréit mnozstvi zarodku této skupiny bakterii.

Materidl a metody

Kvalitativni testovéni vod na pritomnost desulfurikaénich bakterii je popsino v prdei Dostélek
a Spurny (1956), kde je rovnéZ uvedena piislusnd literatura. Kvantitativni udaje o ¢etnosti zarodkt ve
vodéch lze ziskat metodou deskové analysy, co% je cesta pracnd a je spojena s obtiZemi pfi anaerobni
kultivaci bakterii této skupiny na deskéch (Grossman a Postgate 1953). Nelze ani prakticky pouZit
metody na stanoveni poétu zérodka z hodnot méteni zékalu bakterijnich kultur nefelometricky, nebot
rudi zékal pravodni mikroflory.

Metody kultivace. Metodika kultivace, slozeni zivné pidy, ristové charakteristiky, optima pH a rH
kultur bakterii rodu Desulfovibrio jsou podrobnd popsény v praci Dostélka a Spurndho (1956). V pokusech
jsme uzili Zivného roztoku s laktatem amonnym bez Mohrovy soli a 100 ml lékovek se zabrousenym
hrdlem ke kultivaci v anaerobnich podminkach. Kultivaéni teplota byla udrzovéna konstatni 32 °C.

Stanoveni standardnich kiivek. Pro stanoveni standardnich ktivek produkce sirovodiku byl pokus
uspoiddan tak, ze zékladni kultura bakterii rodu Desulfovibrio byla otkovéna ve ziedovaci fadé 1 : 10,
1:1.000, 1:10.000, 1 :100.000, 1 :1,000.000 vidy ve tiech paralelnich seriich. Zékladni kulturu pro
ziedovaci fadu jsme ziskali z nahromadovaci kultury bakterii rodu Desulfovibrio ze sirovodikového
pramene Dudikovych lazni ve Vizovicich. Protoze bylo obtizné ziskat tyto bakterie v &istych kulturdch,
spokojili jsme se s pre¢isténou kulturou. K pokusu jsme pouzili tii dny staré kultury v logaritmické fazi
ristu (Dostélek a Spurny 1956), centrifugované 15 min. pii 18.000 obr/min; bakterijni suspensi jsme
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doplnili do pitvodniho objemu Zivnym roztokem a z ni pfipravili zfedovaci fadu. Ze zdkladni bakterijni
suspense byl sou¢asnd ptipraven roztérovy preparét a mikroskopicky stanoven poéet zdrodkt v 1 ml
kultury; tak byl zném potet zérodku zédkladni bakterijni kultury a vypostem byly zjistény poéty v kul-
turdch zfedovaci fady. Rust kultur jsme sledovali v zdvislosti na produkei sirovodiku; jak ukézaly
vysledky pokusd, uvedené ve shora citované préci, je produkee sirovodiku kulturami desulfurikadnich
bakterii dobrym kriteriem mnozeni bakterii. Produkce sirovodiku v kulturédch byla sledovéna tedkovaci
reakei na papife, syceném octanem olovnatym; metodika stanoveni je popséna v préci Ulehla, Spurny
a Dostélek (1956). Postupovali jsme tak, %e jsme bdhem kultivace odebirali z kultur steriln{ mikropipetou
vzorky o objemu 0,02 ml a nakapévali je na octanovy papir. Skvrny jsme hodnotili srovnanim se stan-
dardni 8kélou, ziskanou nakapanim roztoku sirniku sodného s odstupfiovanou koncentraci, ovéfe-
nou jodometrickou titraci. Zjidténych hodnot jsme pousili k sestrojeni kfivek produkce sirovodiku
kulturami desulfurikanich bakterii ze zfedovaciho pokusu.

Vysledky

Vysledky ukdzaly (tab. 1), Ze kiivky produkee sirovodiku predstavuji typ k¥ivek
mnoZeni bakterii ve staciondrnich kulturich; jsou charakterisovany fazi zdrZeni

Tab. 1. Produkce sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterii v zévislosti na potu otkovanych
zérodkid. Zékladni kultura obsshovala 1,26.10° zarodki. Hodnoty v tabulee udévaji mg H,S/L.

Redéni zékladni kultury desulfurikaénich bakterii
Kultivace

v hod. 1:10 1:1000 1:10 000 1 : 100 000 1: 1000 000
16,5 45 ! - — — ! -
24,0 65 — — — | —
29,5 100 15 — - -
40,5 170 80 15 -~ -
49,0 > 170 135 80 20 5
64,5 > 170 150 120 70
72,0 > 170 150 120
92,5 > 170 170
100,0 ‘ > 170

(lag fézi), logaritmickou (riistovou) a staciondrni fazf. V naSem pripads, protoze
horni mez rozlifeni skvrn je déna intensitou, odpovidajici koncentraci 170 mg
H,S/1, byl mnohdy zachycen jen zaditek stacionarni faze. Redéni zdkladni bakterijni

100
~ \\
50 '\
\
\
0 ! 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 1. Zévislost délky kultivace, potiebné pro standardni produkei sirovodiku (100 mg/l), na po&tu
desulfurikagnich bakterii v kultufe. Osa z: log podtu D, osa y: kultivadnf doby v hod., odpovidajicf
produkei 100 mg H,8/l, extrapolované z hodnot tabulky 1.
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suspense o koncentraci 108 zarodkd desulfurikaénich bakterii v 1 ml se projevilo
prodlouzenim faze zdrZeni, kdeito rychlost mnozeni bakterii v logaritmické fazi,
vyjadtens smérnici kiivky v této fazi ristu kultur, se lisila jen malo. Hodnota smér-
nice je dana produkei sirovodiku za ¢asovou jednotku; prakticky jsme vzali pro
vypotet tsek logaritmické faze pro produkei sirovodiku od 65 do 135 mg/l, naneseny
na ose y, a délku logaritmické faze v hodindch kultivace pro tuto produkei, nane-
senou na ose z. Prisluiné hodnoty na obou osich byly éteny z grafu, sestrojeného
v méfitku 1 hod. = 1,5 mg H,S/1.

Tab. 2. Produkce sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterii, infikovanymivpoméru D : I = 10 : 1.
Hodnoty v tabulce udévaji produkei sirovodiku v mg/l

Potet D a I v 1 ml otkovanych kultur, stanoveny mikroskopicky
Kultivace - ‘
v hod. 1,14.108D 1,14.108D | 1,14.10°D 1,14.10*D 1,14.10°D
1,2 .10°1 1.2 .10°1 ‘ 1,2 .1001 1,2 .10°1 1,2 .10,1
1 e e e
16,5 45 — \ ; - | -
24,0 65 — | — \ - —
29,5 100 15 — ‘ - -
40,5 ; 170 80 ‘ 15 | — -
49,0 i > 170 135 ! 80 ; 20 5
64,5 : ‘ > 170 3 150 ‘ 115 70
72,0 1 | } > 170 i 150 115
92,5 : ! > 170 ) 170
100,0 | \ | ‘ - 170
: ‘ i \

Tab. 3. Produkee sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterii, infikovanymi v poméru D : I = 8 : 1.
Hodnoty v tabulee udévaji produkei sirovodiku v mg/fl

Potet D a I v ml odkovanych kultur, stanoveny mikroskopicky
Kultivace ) ! | - _..._‘_._
v hod. 8,6 . 107 D 8.6. 10D 86.16D | 86.100D | 86.10°D
1,2.1071 1,2.1081 1,2.105 1 ’ 1,2. 1041 : 1.2.10%1
23,0 10 - - 1 - - :
31,5 65 5 ‘ - - ‘
470 ! 170 65 10 ‘ — ‘ -
55.0 i > 170 135 30 | 10 — ]
72,0 . -~ 170 130 ‘ 65 | 20 .
119,0 ‘ | > 170 ‘ > 170 “ 170
| i

Vysledky tohoto pokusu naznatovaly, Ze kiivky produkce sirovodiku v rizné
fedénych kulturach budou ve své logaritmické fazi prakticky shodné a Ze podet
zéirodikd desulfurikaénich bakterii bude nepiimo timérny délce faze zdrzeni. Za tohoto
predpokladu by staéilo stanovit graficky zavislost délky lag faze na pottu desulfuri-
kadnich bakterii v kulturdch extrapolaci pro standardni produkei sirovodiku.
Vyhodnocovaci graf, sestrojeny pro produkei 100 mg H,S/l, je uveden na obr. 1.
Tak jednoducha zévislost by platila za predpokladu, Ze smérnice kiivek produkce
sirovodiku v kulturdch desulfurikaénich bakterii by byly v jejich logaritmické
fazi shodné.

Pfi opakovani ziedovactho pokusu jsme zjistili, Ze hodnoty smérnic kiivek
v logaritmické fézi se méni v zavislosti na fedéni kultur; hodnoty smérnic v kulturach
s nejvyssim podtem zarodkd se blizily hodnotdm smérnic, ziskanych v pfedchazejicim
pokuse, ale s postupnym Fedénim kultur hodnoty smérnic klesaly. Bylo tedy zfejmsé,
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Tab. 4. Produkee sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterii, infikovanymi v poméru D:1=4,7 :1.

Potet D a I v ml otkovanych kultur,
Kultivace B stanoveny mikroskopicky
! v hod. 6,3.108D 6,3.105D 6,3.100D
1,3.1081 1,3.1051 1,3. 1081
|
i 17,0 _ — —
! 23,0 10 — -
: 41,0 25 10 5
i 47,0 45 20 10
i 65,0 135 60 30
: 71,0 170 70 40
| 89,0 > 170 135 65
: 94,0 — 150 80
s 137,0 — > 170 > 170
]

Hodnoty v tabulce udévaji produkei sirovodiku v mg/l

Tab. 5. Produkee sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterii infikovanymi v pom&ru D : I = 3,4 : 1.

Hodnoty v tabulce udévajf produkei sirovodiku v mg/l

Poéet D a I v 1 mloékovanych kultur,
Kultivace stanoveny mikroskopicky
v hod. 7,3.104 D 7,3.108D 7,3.102D
2 1041 2,1.1031 2,1.1021
23,5 - - —
30,5 — — —
46,0 30 - —
71,0 50 30 20
76,0 60 40 25
118,0 115 85 70
142,0 = 170 115 100
166,0 > 170 135 115

Tab. 6. Produkce sirovodiku kulturami desulfurika&nich bakterii, infikovanymi v poméru D : I = 2,3 : I.

Hodnoty v tabulce udévaji produkei sirovodika v mg/l

Potet D a I v 1 ml otkovanych kultur,
Kultivace - stanoveny mikroskopicky
v hod. 7,3.105D 7,3.100D 7,3.10°D
3,2.1081 3,2.10*1 3,2.10%1
B 1 |
23,5 [ — — —
! 30,5 \ 10 — -
; 46,0 : 30 15 -
' 71.0 i 55 40 10
: 76,0 { 65 45 25
: 118,0 ‘ 125 80 50
L 1420 | 150 115 80
166,0 170 135 115
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%e rast desulfurikadnich bakterii byl v kultute brzdén faktorem, ktery se uplatiioval
teprve v logaritmické fazi jejich rustu. P¥ vySetiovani tohoto faktoru jsme zjistili,
%e kultury, v nich# byl rést brzdén, jevi silnéjsi zakal proti tém, kde produkee siro-
vodiku probihala standardné. V dalsich pokusech se ukizalo, Ze tento zjev tzce
gouvisi s problémem ¢istoty kultur, pouzitych k pokusim.

Ziskéni distych kultur bakterii rodu Desulfovibrio je velmi obtiZné, jak vyplyvé z udaju literatury
(Kupzis 1928, Rubenéik 1947, Starka 1951). Za stlé kontaminanty se povaZuji piedevsim bliZze neur-
tené kokovité bakterie (Rubendik 1947) a kratké sporulujici tydky gramnegativni, uréené jako kmen
Bacillus subtilis (Stérka 1951). P podrobném mikroskopickém studiu roztérovych preparati, pofize-
nych z pietisténych kultur kmene Desulfovibrio, v pokuse uZitého, byla zjiSténa piitomnost obou shora
zminénych kontaminanti. Tyto organismy se vyvijely na masopeptonovém agaru i na agarované pudé
pro péstovéni desulfurikaénich bakterii jak v aerobnich, tak anaerobnich podminkéch kultivace.

Na mikroskopickych preparatech, potizenych z rizné infikovanych kultur desulfu-
rikadnich bakterii, jsme urdovali vedle desulfurika¢nich bakterii (D) mnoistvi
kontaminanti (I) a vyhodnocovali jejich pomér v kulturach (D :I), v nichZ jsme
stanovovali produkei sirovodiku v z4vislosti na jejich fedéni. S tohoto hlediska byly
znovu hodnoceny vysledky pokusu, uvedeného v tabulce 1. Souborné vysledky
pokusnych serii jsou uvedeny v tabulkich 2—7.

Tab. 7. Produkee sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterii, infikovanymi v poméru D : I = 1,2 : 1.
Hodnoty v tabulce udavaji produkei sirovodiku v mg/l

Poset D a I otkovanych kultur, stanoveny mikroskopicky
Kultivace -

v hod. 2.10"D 2.108D 2.10'D 2.102D
1,7.1071 1,7.1081 1,7.1001 1,7.1021

20,0 5 — — —

44,0 10 — — -

92,5 40 25 15 —

116,0 80 40 30 25

164,0 115 — 70 40

188,5 150 135 100 65

212,6 170 150 135 65

Z vysledkt vyplyva, %e produkee sirovodiku v logaritmické fazi ristu je zavisla
jak na absolutnim mnozstvi D a I, tak i na jejich poméru v kultuie, a to tak, Ze
absolutni mno#stvi D urduje délku lag fize a pomér D : I uréuje hodnotu smérnice
logaritmické faze produkénich kiivek sirovodiku (obr. 2). Hodnoty, ziskané z téchto
pokusii, byly sestaveny do nomogramu (obr. 3), z néhoz lze po dosazeni hodnot
pro I a hodnot smérnic zjistit podet desulfurikaénich bakterii v 1 ml (a tim i po-
mér D : 1 v kultufe) a dobu potiebnou pro produkei 100 mg H,S/l. Pro sestaveni
tohoto nomogramu jsme zhotovili pomocny graf, kde jsme vyhodnotili z4vislost
hodnot smérnic na dobé kultivace pro standardni produkei sirovodiku (100 mg
H,S/1) pti danych koncentracich bakterii v kulturach (obr. 4).

Diskuse
Vztahy mezi jednotlivymi veli¢inami vyhodnocovaciho nomogramu a samo jeho
pouziti pro stanoveni po¢tu D plati za téchto predpokladii:

1. Rychlost mnozeni zérodki a tim i rychlost produkce sirovodiku ¢istymi kultu-
rami desulfurikaénich bakterii v jejich logaritmické fazi riistové zlstava pki rizné
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velikosti inokula stejnd, t. j. vliv velikosti inokula se neprojevuje zménami rychlosti
produkce sirovodiku v logaritmické fazi vyvoje kultury. »

2. Délka faze zdrZeni (log fize) — prakticky brana délka kultivadni doby, potfebné
pro produkei 100 mg H,S/l — je nepfimo ‘mé&rni podtu olkovanych zarodkd
desulfurikaénich bakterii.

3. Rychlost produkee sirovodiku, vyjidfens smérnici kiivek produkee sirovodiku
v logaritmické fazi ristu kultur, je pfimo imérna hodnot$ poméru D : I v pouzitém
inokulu piedidténé kultury desulfurikaénich bakterii.

4. Privodni mikroflora I, obsaZend v inokulu pretisténé kultury, inhibuje vyvoj
desulfurika¢nich bakterii a tim i produkei sirovodiku.

400 ( T
\‘ B
200 \k\ \\\\
100 P~ \\\‘\\* ’
e ~— o — —
—~—— N
T~ ~ 2
50 —
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 2. Zavislost délky kultivace, potfebné pro standardnf produkei sirovodiku (100 mg/l) na podtu

desulfurikagnich bakterii v kulturdch riiznd infikovanych. Osa x: log poétu D, osa y: délky kultivadni

doby v hod. pro produkei 100 mg H,S/1, extrapolované z hodnot tabulek 2—7. Stupeti infekee kultur,

vyjédieny pomérem D : 1, je u pfimky 1 roven 1,2 : 1; (piimka 2) 2,3 : 1; (ptimka 3) 3,4 : 1; (p¥imka 4)
4,7:1; (ptimka 5) 8:1; (pfimka 6) 10 :1).

Prvni pfedpoklad nebyl piimo dokézén, nebot jsme nepracovali s distou kulturou;
bylo viak prokdzéno, %e se zvy3ujici se hodnotou poméru D : I se m&ni smérnice
produkénich kiivek sirovodiku v zavislosti na podtu zérodké D v inokulu jen ne-
patrng.

Druhy ptedpoklad potvrdily vysledky pokust, v nichz jsme sledovali pribsh
produkénich kfivek sirovodiku kulturami desulfurikaénich bakterif o daném poétu D
ve zfedovacich pokusech; z obr. 2 je vid&t, jak s klesajicim postem D v kulturich se
prodluzuje doba kultivace, potiebns pro produkei 100 mg H,S/1.

Treti predpoklad potvrdily vysledky pokusi, v nichz jsme mikroskopicky sledo-
vali stupefi zne¢i8téni kultur desulfurikaénich bakterii, v pokusech uzitych; pribeéh
produkénich kiivek sirovodiku, ziskanych z kultur s pomérem D :T = 1:1a%10:1
prokazaly zévislost hodnot smérnic na daném poméru D : I, ¢. j- hodnoty smé&rnic
klesaly se zmenXujici se hodnotou poméru D : I.
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K &tvrtému predpokladu mozno uvést toto: mechanismus biochemického procesu
ristu desulfurikadnich bakterii v kulturach, obsahujicich privodni mikroorganismy,
neni v literatuie podrobné popsan. V nafich pokusech se ukazalo, Ze inhibice vyvoje
desulfurikadnich bakterii je piimo zavisld na pottu kontaminantni infekce. Tento
nalez je v rozporu s vdajem Starkovym (1951), ktery zjistil, Ze pfidavky extraktu
z kontaminantni mikroflory (z kultury kmene Bacillus subtilis) mély do urtité
koncentrace stimuladni t¢inek na produkei sirovodiku kulturami desulfurika¢nich
bakterif; je zfejmé, Ze otdzka vzajemného vztahu téchto organismi bude vyzadovat
daldf studium.
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Obr. 3. Nomogram k vyhodnoceni pottu desulfurikaénich bakterif. Osa x: (kolmé sit tisetek) znati log
podtu desulfurikaénich bakterii (D), osa y: (vodorovna sit tisetek) znaé¢i hodnoty smeérnic kiivek produkce
sirovodiku v logaritmické fazi rustu kultur. Soustava kiivek znadi log pottu Ij hodnoty rada uvedeny
v prisediku kolmic pro log Fada D a piimky pro pomér D : I = 10 : 1. Plng vytaZené tseky kiivek jsou
sestrojeny z experimentélnich dat, ¢arkované znati ptedpokladany priabéh. Plnd vytazené usetky jsou
spojnice bodii stejného poméru D : I v kulturdch. Pfisluiné hodnoty poméru jsou vyznadeny u kazdé
usedky. Sikmé sit kiivek znadi spojnice hodnot délek kultivace, ptislusnych pro standardni produkei
sirovodiku (100 mg H,S/1).

Piiklad 3teni z nomogramu: je déna hodnota smérnice, vypottena z produkéni kiivky sirovodiku,
na p¥. 2,0 a podet log I (podle deskové analysy) na pi. 1. 103

Postup: stanovime prusedik piimky pro smérnici 2,0 s kiivkou pro log I 1. 103; z bodu prusetiku
spustime kolmici na abscissu a odetteme hodnotu pottu log D, v naSem piipadé 6,2 . 10%. Soutasnd
stanovime prisesik piimky smérnice s kfivkami hodinové sits; v nasem ptipadé vytteme, Ze produkce
100 mg H,8/1 bylo dosaZeno za 80 hodin.

Vyhodnocovaci nomogram byl sestaven z pokusnych kultur, kde se pomér D:1I
pohyboval v rozmezi 1 :1 aZ 10 : 1; v nomogramu jsou v této zoné vytaZeny pii-
slu$né kiivky plnymi ¢arami, mimo tuto zomu byl pribéh kfivek extrapolovan
(84rkované k¥ivky). P¥i tom jsme vychazeli z téchto uvah: pro pomér D : I, nizsi
ne# je hodnota 1, lze piedpoklidat, Ze smérnice budou hodnoty velmi nizké a Ze
pri relativng vysokych hodnotéch I pi nizkych hodnotéch smérnic budou hodnoty D
velmi nizké. Naopak pro poméry D : I, vy#si nez je hodnota 10, lze pfedpokladat, Ze
smé&rnice se budou bliZzit maximalnim hodnotdm, jejichz teoretické mez bude v daném
grafickém systému mezi hodnotami 3,5 az 4,0. Zde zhistivd problémem stanovit
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hodnotu smérnice v kulturich, kde podet D je vyssi nez 10® zarodkd v 1 ml; lze
predpoklidat, Ze od urdité hodnoty D v kulturdch se nebude jiz smérnice zvySovat,
takze pro extrémné vysoké poéty D (nad 108 v ml) nelze nomogramu uZit.

Obr. 4. Z4vislost hodnot smérnic produkénich
kiivek sirovodiku v logaritmické fazi rustu
kultur desulfurikaénich bakterii na délce kul-
tivace, potfebné pro standardni produkei
sirovodiku (100 mg/1). Osa x: doba kultivace 1
v hod. pro standardni produkei sirovodiku
(100 mgfl), osa y: hodnoty smérnic pro-
dukénich kiivek sirovodiku. Jednotlivé kfiv-
ky ziskdny z kultur o razném D (f¥4d D
uveden u ka%dé kfivky).

00

[L¥]

0 50 100 150

Jak je zfejmé z predchézejicich odstavei, vypracovans metoda je pouZitelnéd jen za uréitych pied-
pokladii (body 1—4); poutijeme-li této metody k analyse mikroflory piirozenych vod, dopoustime se
uréitych neptesnosti tim, %e nebereme v tvahu viechny rozdilnosti mikrobiologickych podminek
v téchto prostfedich. V prvé fadd zanedbévame chybu, pramenici z moZnosti vyskytu desulfurikaénich
bakterii o ruzné aktivité a ruzné schopnosti produkovat sirovodik. Kvalitativni rozdilnost desulfuri-
kaénich bakterii by se mohla pfi analyse projevit rozdilnou délkou lag faze, pfipadn® zménami v pribshu
logaritmické féze pii stejném vychozim podtu zérodka. I kdyZ tuto mo%nost nemuZeme vyloudit, nelze
ji také na zéklad® predbdznych vysledkit povaZovat za podstatny rudivy faktor; pfi orientanich
pokusech byly zjistény u 89 kultur desulfurikaénich bakterii, isolovanych z vod sirovodikovych prament
a z loziskovych vod, nepatrné vykyvy v délce lag faze a intensitd produkee sirovodiku (Dostélek a Spurny
1956).

Piedpoklady, z nich% jsme vychézeli pfi vypracovéni metody, nepostihuji také dokonale kvalitativni
rozdily v pravodni mikroflofe. Mikroorganismy, majici vztah k desulfurikaénim bakteriim, se mohou
projevovat v pfirozenych podminkéch jednak vlivem inhibi¢nim i stimula¢nim. Pusobeni synergickych
bakterii by se mohlo uplatnit zejména produkei ristovych latek, vytvafenim redukénsjsich podminek
nebo zlepSenim piistupu #ivin. Vlivy tohoto druhu byly vyloudeny vhodnou upravou Zivné pudy pfi-
dénim kvasni¢ného extraktu a sifi¢itanu sodného i pouZitim mléénanu, ktery je dobfe asimilovin
desulfurikaénimi bakteriemi. Na druhé strand vliv antagonické mikrofiory mu¥e byt mnohostranny
a nelze jej vidy vyloudit tpravou kultivasnich podminek; jde pfedeviim o moZnost produkce kyselin,
antibiotik, oxydaci sirovodiku, intensivngjii spotfebu #Zivin a j. Tyto inhibi¢ni vlivy mohou byt oviem
rozdilné podle druhu priuvodné mikroflory. Hodnota I neni proto pii obecném pouiti navrhované
metody bréna jako absolutni hodnota poétu zdrodki uréité bakterijni skupiny, ale jako mira intensity
inhibi¢niho pisobeni privodnich bakterii. V tomto pojeti nemusi mit metodické zjednoduSeni mikro-
bijnich pom&ra ve vodach nepiiznivy vliv na obecné pouziti navrhované metody.

Jak jiz bylo uvedeno v uvodu, byla metoda vypracovana pro hydromikrobiolo-
gicky prazkum naftonadéjnych oblasti. Pouziti klasickych metod stanoveni podtu
bakterii (deskové nebo zfedovaci) neni vhodné pro tyto tidely. P¥i t&chto metodéch
se pracuje isolované s kulturami studovanych skupin a neni mozno zpravidla p¥i-
hlizet k mikroorganismim privodnim, které v piirozenych podminkach ovliviiuji
aktivitu piisluiné fysiologické skupiny. Tento nedostatek jsme se snaZili odstranit
pii vypracované analytické metodé tim, Ze kultivadni podminky i zptisob sledovani
aktivity bakterii byly upraveny tak, aby umoziiovaly zachyceni vlivu privodni

279

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500006-9



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500006-9

mikroflory. Byli jsme si védomi toho, Ze sledovani metabolismu smésnych kultur
je otazka sloZita, o Gemz svédéi skutednost, Ze s metodami pro prace tohoto druhu se
prakticky v literatufe nesetkdvame.

SloZeni mikrobijnich asociaci ve studovaném materidlu, v hlubinnych vodéch, je
velmi riznorodé, takie nebylo moino vyhnout se jisté schematisaci; jestlize v¥ak
metoda, jak jsme prokazali, ddvé moZnost hodnoceni vlivu privodni mikroflory,
brzdici produkei sirovodiku desulfurikadnimi bakteriemi, je ji moZno s hlediska
vytéeného cile povazovat za vyhovujici. Poskytuje totiz moZnost urdeni po&tu de-
sulfurikaénich bakterii a soudasné i zjisténi, do jaké miry mtze byt jejich aktivita
brzdéna v piirozenych podminkéch jinymi biologickymi ¢initeli.

Souhrn

1. Vypracovali jsme kvantitativnfi metodu stanoveni podétu desulfurikadnich
bakterii, jejiz princip spodivd ve srovnani kiivek produkee sirovodiku v kulturich,
pripravenych z vod sirovodikovych prament, se standardnimi produkénimi kfiv-
kami, ziskanymi z kultur desulfurikaénich bakterii o znimém podtu zarodkt v 1 ml.

2. Pouziti této metody pro potfeby hydrologického prizkumu naftonadéjnych
oblasti vyZadovalo pracovat se smésnymi kulturami.

3. Zhotovili jsme vyhodnocovaci nomogram, ktery dovoluje stanovit podet
desulfurikaénich bakterii v kulturdch v fddovém rozpéti 10! a% 108 zdrodkd v 1 ml.
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Meton KomyecTBEHHOI'0 MOACYETa CYAbPaTBOCCTAHABIMBAIONIX O6axrepuii
M. Cnypnwii, M. Jocmanex u 10, Y aeaaa
Peszowme

Buiat BeipaGoran MeTOR KOMMYECTBEHHOTO ONpeNelleHUA CyIb(aTBOCCTAHABINBAIIMX GaKTepHii,
OCHOBAHHHIA HA CPaBHEHNX KPHMBHIX BHEJIeHMA CEPOBOZOPONA B KYIbTYpaX M3 BOJ, CEpOBOMO-
POAHEIX UCTOYHMKOB M CTAHJAPTHHX KPUBHIX NPOLYKUMM, TMOJYYAeMEIX N3 CMEWIAHHHX KYJIBTYP
cyabdarBoccTaHABNMBAIIMX OaKTepuil NP UBBECTHOM KoJNmMdYecTBe Gakrepmit B 1 Mi. Brua
€OCTaBJIeHa MHTepPIPETANMOHHAA HOMOTPaMMa, MO3BOJAINAA ONpefedIuTh KOJIU4ecTBO cyibdar-
BOCCTAHABIMBAOWKUX faKkrepuil KyJIbTYpH B IpefiellaX MOPAKKOB ot 101 0 108 Gaxrepuii/1 My, —
PesynbrataM u mpefienaM NpaKTH4eCKOr0 NpPUMeHEHMA MpENJIAraeMOTO METORA IIPOCIeAMBAHMSA
AKTUBHOCTH CYIb(YATBOCCTAHABINBAIOIINX Gakrepuit B riyOMHHHIX BOJAX NepCIeKTHBHEIX B OTHO-
weHuH HedreHOCHOCTH paltoHOB GyfeT MOCBSALIEHA OTHEIbHAA CTATHA.

A Method for Evaluating the Sulphate Reducing Bacteria
M. Spurny, M. Dostdlek and J. Ulehla
Summary

A quantitative method for estimating the number of sulphate reducing bacteria was developed, the
principle of which is based upon a comparison between the hydrogen sulphide production curves from
waters under examination and standard production curves, obtained from mixed cultures of sulphate
reducing bacteria of a known number of organisms per ml. A nomogram for evaluating the number of
sulphate reducing bacteria in cultures in limits of 101—108 organisms per ml. was constructed.
The results and limits of practical application of the method proposed for studying the activity of
sulphate reducing bacteria of underground waters in oil bearing areas will be discussed in a next paper.
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K otazke virusovych receptorov
O elektivnej aglutinabilite syslich erytrocytov

LADISLAV BORECKY
Virologicky tstav CSAV, Bratislava

Doélo 8. 5. 1956

Objavenie fenoménu virusovej hemaglutinicie Hirstom (1941) umoznilo vypra-
covanie rozlitnych metéd titracie viacerych virusov, resp. virusovych protilatok.
O vyzname objavu svedéi i to, Ze nasiel uplatnenie i pri jemnejSej analyze vlastnosti
virusov, napr. pri zostaveni receptorového gradienta (Burnet, McCrea a Stone 1946),
pri urdovani spektra aglutinovanych druhov erytrocytov uréitym virusom (Horvath
a spol. 1950), pri zistovani charakteru adsorpénej a eluénej krivky uréitého virusu
(Kozinski a spol. 1953) atd.

Ukézalo sa, %e ide o zjav vo svete virusov a mikroorganizmov vébec velmi rozsireny, presahujuci
rémec virusov zo skupiny mumps-newcastelsk4 choroba-chripka. Schopnost hemaglutinovat za vhodnych
pomienok sa zistuje u stéle viésieho poétu virusov (Rivers 1952, Gajdamovié-Subladze 1954, Sweet, 1954).
O povahe tohto fenoménu sa nemo#no ani dnes, t. j. po 15 rokoch, definitivne vyslovit, je véak mnoho
ddévodov pre to, aby sme ho povaZovali za fermentativny dej, pri ktorom — aspoii v pripade virusov
zo skupiny mumps-newcastelské choroba-chripka (v dalsom MNCh) — dochédza k rozkladu receptorove)
substancie, uloZenej na povrchu alebo v stene bunky (Hirst 1942, Burnet, McCrea a Stone 1946, Hanig
1948, Ada a Stone 1950, Gottschalk 1953, Kradolfer 1954). Je pravdepodobné, Ze pozorovana aglutindcia
erytrocytov virusmi zo skupiny variolovakecina-ektromélia-meningopneumoénia je podmienend inymi
faktormi (fosfolipidy — Burnet a Stone 1946, Stone 1946) a zas iny, dosial nezndmy, mechanizmus sa
uplatiiuje pri hemaglutincii spdsobenej neurovirusmi a virusom slintatky a krivadky. Podla Hirsta
(cit. Rivers 1952) priebeh adsorpcie v tomto pripade pripomina dvojfazova adsorpeiu faga na vnimavi
bunku (Garen a Puck 1951).

Fenomén hemaglutindcie je &astym predmetom béadania i preto, %e je modelom interakcie virusu
s bunkou. I ked sa d4 proti tejto koncepcii namietnut, %e v krvinkdch sa virus (podla nadich dnesnych
znalost{) nemnozi{, je predsa viac argumentov, ktoré odévodiuju takéto Studie. Nemdze byt totiz
pochybnosti o tom, e 1. prvé faza interakcie virusu s bunkou — vysledkom krotej méze byt, podla
povahy bunky, tak infekcia, ako aglutindcia — je podmienend tymi istymi faktormi (Gottschalk 1953);
2. mechanizmy bréniace aglutincii brénia i infekcii (enzym rozkladajtci receptory Stone 1948, Fazekas
de St. Groth 1948, Gottschalk 1953, polysacharidy Horsfall a Ginsberg 1949; chlorofylin Barnard 1954);
3. niektoré virusy st schopné aglutinovat nielen krvinky, ale i iné #ivoéisne bunky (napr. spermie, fibrob-
lasty, Chu 1953).

To, ¢o sme povedali, oddvodiiuje i nadu $tddiu, v ktorej poukazujeme na existenciu
Specifikovanej receptorovej substancie na povrchu syslich erytrocytov, vstupu-
jucich do elektivnej reakcie s niektorymi predstavitelmi skupiny MNCh.

Materidl a metédy

Krvinky. Erytrocyty sysla (Citellus citellus) sme ziskali srdcovou punkciou. Zvieratd znaSali opako-
vany odber 0,7 a# 1,0 ml krvi bez tazkosti. Syslie erytrocyty maju priemer 5— 6 , su bezjaderné, okrihle.
Na rozdiel od erytrocytov inych laboratérnych zvierat boli vySetrované vzorky syslich erytrocytov
Rh-pozitivne a mali skupinovy AB antigén. Erytrocyty sme trikrat preprali vo fyziologickom roztoku
a udrzovali pri + 4 °C v 209, suspenzii.
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Slepatdie erytrocyty sme ziskali tie% srdcovou punkciou. Spracovali sme ich obdobne ako syslie.
V pokusoch sme skisali oba druhy krviniek obyé&ajne paralelne.

Virus. V préci sme poutili tieto druhy a typy virusov: 1. Virus chripky typ A: kmene PR 8, Weiss;
typ A’: FM1, Rhodes a Sweden, H, 52, Cs 4/54, Cs 5/54, Cs 6/54; typ B: Lee, Ca/49, Cs 1/1952,
Cs 4/1952, Cs 3/1952; typ C: C-1233 (Taylor), RM 13/53-Hung, Cs 1/1952, Cs 3/52. 2. Virus chripky
prasiec: Infl. suis-56 (Sw-55). 3. Virus mumpsu: kmerti Henle (Mu). 4. Virus newcastelskej choroby:
kmeri Bratislava (NDV). 5. Virus vakeinie: kmen ,,Biogena” (Vake.).

Enzgm rozkladajics receptory (RDE ): Pripravili sme ho z kmea V. cholerae 47 paséZou cez alantoicky
vak 12dfiovych kuracich embryi. Alantoickd tekutina vybrané z vajec 24 hodin po infekeii kmetiom 4Z —
po scentrifugovani — tvorila surovy preparat RDE. Jeho titer sme stanovili podla Burneta a Stonea
(1946). Titer bol oby&ajne 1 : 512—1024.

Hemaglutinaéné titre sme robili skiimavkovou metédou (Bladkovié a sp. 1953). Krvinky sme obyZajne
poutili v 0,5%, koncentrécii. Fyziologicky roztok sme robili z redestilovanej vody s 0,85 9, NaCl.

Rozlokenie receptorov krvintek pbsobenim virusov sa robilo podla Whitea (1953). K alantoickej tekutine
obsahujucej virus sa pridali skiimané erytrocyty v takom mno#stve, aby tvorili v nej 109, suspenziu.
Zmes sa udrZovala 4 hod. pri 37 °C. Potom sa erytrocyty trikrat preprali fyziologickym roztokom a po
zrieden{ na 0,5 9, (vo fyziolog. roztoku) sa testovali na stabilitu (spont. aglutindciu). K nestabilnym
erytrocytom (oby¢ajne po pésobeni virusu LEE) sa pridalo v rovnakom pomere prislu$né imtnne sérum
riedené 1 : 50 a zmes sa udrovala cez noc pri + 4 °C. Kontrolu tvorili krvinky suspendované vo fyziolog.
roztoku za rovnakych podmienok inkubécie. Stupefi rozloZenia sa zistoval v hemaglutinadnom teste
pomocou 6 Standardnych kmeiiov virusov zo skupiny MNCh.

RozloZenie receptorov krviniek pésobenim RDE. Osvedéila sa ndém i tu mierne upravend metdda
Whitea (1953). Preparat RDE sme riedili vo fyziolog. roztoku tak, aby na 1 ml pripadlo 1000 a% 31 jedno-
tiek RDE. K tymto riedeniam RDE sme pridali erytrocyty v takom mno#stve, aby tvorili 109, suspenziu.
Zmesi sme uloZili na 4 hod. pri 37 °C, potom sme k nim pridali 59, citrat sodny do 2 obj. 9. Utelom
pridania citrdtu sodného je zastavit pésobenie RDE. Nasledovala centrifugécia suspenzii a dvojnésobné
premytie fyziologickym roztokom. Kontrolu tvorili erytrocyty suspendované vo fyziologickom roztoku
a inkubované za rovnakych podmienok ako erytrocyty suspendované v riedeniach RDE. Stupen roz-
loZenia virusovych receptorov sme zistovali v hemaglutinadnom teste ¥iestimi ¥tandardnymi virusmi
zo skupiny MNCh.

Priebeh adsorpcie o eliicie virusov na erytrocytoch. Sledovali sme ju pomocou metodiky Koziriského,
Mikulaszeka a Siteks (1953). Do sady sktimaviek sme dali po 0,2 ml 20 9 erytrocytov a po 1 ml virusovej
tekutiny. Po dokladnom premie3ani sme skiimavky ulo#ili pri 0 °C na 1—2 hod. V uréitych intervaloch
sme jednotlivé skimavky vybrali, scentrifugovali a v tekutine nad tsadkom sme zistovali hemagluti-
naénym testom mno%stvo neadsorbovaného virusu.

Pri elicii sme postupovali vo vidsine pripadov tak, %e po predchadzajucej adsorpeii pri 0 °C sme
suspenzie scentrifugovali a tekutinu nad tsadkom (pévodnd virusovd tekutinu) sme nahradili rovnakym
objemom fyziologického roztoku o pH 7,2. Suspenzie sme preniesli do termostatu (37 °C) a v urditych
intervaloch, obyéajne polhodinovych, sme v scentrifugovanych vzorkdch zistovali hemaglutinaénym
testom mno#stvo eluovaného virusu. V inych pripadoch sme po adsorpeii pévodnu virusova tekutinu

nevymenili, ale sme zigtovali postupné pribidanie virusu v tekutine nad visadkom v priebehe inkubécie
suspenzii pri 37 °C.

Vysledky

Zistili sme, Ze syslie erytrocyty sa aglutinujt virusmi chripky typu Ba C a atypicky
virusom newcastelskej choroby (NDV). Atypiénost sa prejavovala v stalej pritom-
nosti prozény. Nikdy sme nepozorovali aglutiniciu syslich erytrocytov virusmi
chripky typu A a A’, virusom chripky prasiec, virusom mumpsu a virusom vakeinie.
Kym hemaglutina¢né titre (s 0,59, erytrocytmi) skddanych B kmetiov virusu
chripky boli asi rovnako vysoké ako pri pouziti slepadich erytrocytov, virusy typu C
aglutinovali syslie erytrocyty asi do 4—8krat ni%Sieho titru ako slepadie. Agluti-
ndcia syslich erytrocytov bola pri 0 °C, + 4 °C a pri izbovej teplote asi rovnakého
stuptia, pri teplote 37 °C sa nepozorovala.

Elektivnu aglutinabilitu sme v pripade 5 B kmetiov potvrdili virusovymi tekuti-
nami desiatich rozli¢nych vajednych pasaZi (kmeti Lee bol zo 154. pasaze, ostatné
kmene z 11. aZ 48. pasaze), v pripade 4 C kmetiov na materiali z 5 pasazi (8. az 17.).
Opakované skiisky aglutinability syslich erytrocytov s inymi predstavitelmi virusov
zo skupiny MNCh boli za réznych podmienok teploty a frvania inkubscie opitovne
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negativne. Z tohoto nagho poznatku vyplyva moznost praktického pouZitia syslich

erytroeytov ako pomécky pre uréenie typu neznimeho virusu (tabulka 1).
Vlastnosti virusovych receptorov na syslich erytrocytoch sa Studovali najmé

z hladiska vzfahu k 2 virusom, ktorymi sa tieto erytrocyty aglutinuja: virusu Lee

(typ B) a virusu C (Cs 1952).

Tab. 1. Schematické rozdelenie virusov podla ich schop-

nosti aglutinovat syslie erytrocyty.

Aglutindcia
syslich
erytrocytov

Pravdepodobny druh (typ) vi usu

+

2. virus chripky typ C

1. virus chripky typ B

3. (virus newcastelskej choroby)

1. virus chripky typ A

2. virus chripky typ A’

3. virus chripky prasiec

| 4. virus mumpsu

5. virus vakeinie

V zédtvorke — hemaglutinédeia s prozénou.

1024
512 1 A
236 A
128
64
52 A
16
8
44
< U Al
K 01 03 0.5 0,7 0,9 10 ml
20 20 20 20 20 40 %
512
256 M
128 + 2]
64
32
16 1
8 -
4 -
-4 T T . - m |
K 01 03 05 07 0,9 mt
20 20 20 20 20 %
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Sttdium dynamiky adsorpcie
virusov Lee a C na syslie eryt-
rocyty ukazalo, Ze virus Lee sa
adsorpuje uz po¢as ¥ hodiny te-
mer kvantitativne, kym pre virus
C je stupeli adsorpcie wmerny
mnoZstvu erytrocytov pridanych
k virusovej tekutine (obr. 1).

Na obr. 1 B je zndzornens ad-
sorbeia virusu C na syslie erytro-
cyty po ich predchadzajicej expo-
zicii neriedenému preparatu RDE.
Zistujeme, Ze stupenn adsorpcie
na takto spracované erytrocyty
je vagsi v porovnani s rovna-
kym mnoZstvom normalnych
syslich erytrocytov. Takyto &i-
nok RDE na slepatie erytrocyty
sme nepozorovali.

Obr. 2 zndzoriiuje Sasovy prie-
beh adsorpcie a elucie virusov Lee
a C na syslich a slepaéich erytro-
cytoch (mnoZstvo erytrocytov
0,4 ml — 50 9%, na 1 ml virusove]
tekutiny). Vidime, Ze krivka
adsorpcie a elicie v tomto ty-
pickom experimente prebieha na
syslich a slepadich erytrocytoch
podobne. Graf sGéasne ukazuje,
ze predchidzajica adsorpcia a
elicia virusu Lee na erytrocyty
neovplyvituje v podstate krivku
adsorpeie a eldcie virusu Cna sys-
lich a slepadich erytrocytoch. Na
slepadich erytrocytoch podobny
zjav pozoroval uz Hirst (1950).

Obr. 1. A. Stupen adsorpcie Lee a C virusu
na rozli¢né mnoZstvé syslich erytrocytov
pri 0 °C. Prézdny stipec — virus C, plny
stipec — kmen Lee. B. Adsorpeia C viru-
su na syslie erytrocyty po predchadzaji-
com posobeni RDE na krvinky. KX —
kontrola, prézdny stipec — virus C, plny
stipec — virus C po RDE. Osa 2: mnoz-
stvo erytrocytov v ml, 209, a 409, konc.
Osa y: titer aglutinacie.
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Pri sledovani schopnosti jednotlivych virusov skupiny MNCh rozkladat virusové
receptory na syslich a slepatich erytrocytoch sme opakovane pozorovali zaujimavy
zjav zvyenia aglutinability syslich erytrocytov virusom C po predchidzajicom
posobeni na tieto erytrocyty virusom Lee. Tento zjav bol Specificky pre syslie

o 37 o°c arec

102+ 4
512 4 A
256
128 {\X
64
321
164
84
4]

v o —r—r—r—7
T
60 60° 120’ 180° 60° 60° 120° 180°

Obr. 2. Priebeh adsorpcie a elicie virusov Lee a C na syslich (A) a slepatich (vt&dich — B) erytrocytoch.
Krivka 1 — C po Lee, 2 — C, 3 — Lee. Os z: &as v minutach pri 0 a 37 °C, os y: titer aglutindcie.

Tabulka 2,
Pdsobenie virusov na receptory slepadich a syslich erytrocytov

Erytrocyty Slepadie erytrocyty i
po Pf350b9ni Hemaglutinaéné testy s virusmi
Vi PR8 | LEE | A5 | C52 | NDV Mu | Sw-55
1 |
LEE 256 512* l 256 2048 — . 1 512
C-52 512 512 512 — 1024 — i 256
NDV 128 256 256 2048 — — 256
Sw-55 512 512 512 2048 1024 — 512
Kontrola 512 512 512 2048 2048 64 512
i i |

* Titer LEE po pdsobeni virusu LEE v niektorych pripadoch klesol a% na 25 %: v inych sa nemenil.

Erytrocyty Syslie erytrocy.y _
po Résobeni Hemaglutinadné testy s virusmi
virusu -
PR8 | LEE A54 | €52 | NDV | Mu Sw-55

o | l l
LEE — 128 - 4096 - — —
C-52 — 256 — - 512 - -
NDV — 256 - 256 - - -
Sw-55 — 1 256 — 256 1 256 - —
Kontrola | — i 512 — 128 512 — —

| F

erytrocyty, pretoze v pripade slepadich erytrocytov zistené titre nikdy nepresahovali
ramec technickych chyb. Typicky experiment znazoriiuje tab. 2 (so slepadimi
a syslimi erytrocytmi). Z pokusov vyplyva i to, Ze pésobenie rozliénych virusov na
syslie erytrocyty neovplyviiuje elektivnu aglutinabilitu tychto erytrocytov (krvinky
nenadobudli schopnost aglutinovat sa virusmi chripky A, A’, mumpsu a prasa-
¢ej chripky).
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Podobny tdinok ako virus Lee mali i vzorky RDE v tom zmysle, Ze hemagluti-
nadny titer syslich erytrocytov s virusom C znaéne stipol po predchidzajtcej
inkubacii s prepardtom RDE (1000—250 j). Receptorovy gradient na zdklade
posobenia RDE znézoriiuje obr. 3. Spravnost pouzitej metodiky potvrdzuji vysledky
ziskané so slepadimi erytrocytmi, ktoré st v stlade s vysledkami uvedenymi v litera-
tiure (Burnet, McCrea a Stone 1946, Burnet a Stone 1946, Kozinski a Slonim
1952a, b, obr. 2 A).

<096 A W96
H1-2048 N~ #3-20481 ! ——
,(57024 1024 \ 6 /
’;‘ 512 2 ,—-—\_{J——E 512 1 /
K5- 256 {\\. - G == K1- 256
e\ 7 .7 7/ o 1284 2 ———/\
-~
64 \\ \ 7 5/ / 6< \\ -~ / S
K6 321 W\ / / / 32 \\ / af
AN N\
81 \\\ / / s A\ /
i Lo N
<4 st o o < 4 \')__r_! v
000 3500 250 125 62 21 1000 500 250 125 62 )

Obr. 3. Uéinok RDE na receptory slepadich (A) a syslich (B) erytrocytov. Krivka 1 — C 52, 2 — Lee,
3 — NDV, 4 — A’54,5 — PR S8, 6 — Mu. K — titry v kontrole. Os x: mnoiZstvo jednotiek
RDE, os y: titer aglutindcie.

Diskusia

V préci sme podrobili biologickému §tidiu virusové receptory syslich erytrocytov.
Kontrolou vysledkov i metodiky boli pokusy na slepagich erytrocytoch. Zistili sme
elektivnu aglutinabilitu syslich erytrocytov virusmi B, C a NDV a predkladame
toto zistenie ako pomdcku pre diagnostiku novoizolovaného alebo neznimeho
virusu. Porovnanie aglutinaénych a adsorpénych schopnosti rozli¢nych erytrocytov
sa robilo i doteraz (Hirst 1942, Burnet a Stone 1946, Horvath a spol. 1950, Farkas
1950, Koziaski 1953 a inf), ale na elektivnu aglutinabilitu vnitri skupiny MNCh
upozornil len Tamm (1954) na modeli madacich erytrocytov. V praci Horvatha
a spol. (1950) nachddzame zistenie o aglutinabilite Skreich erytrocytov virusom
Lee, nie viak virusom PR 8 a NDV. Autori viak tomu nevenovali dalsiu pozornost.

Domnievame sa, %e $tidium a porovnanie erytrocytov so Specifikovanymi recep-
tormi, roziirené najméi o biochemickd analyzu, by mohlo vniest dalsie svetlo do
otdzky virusovych substratov a teda i do otdzky patogenézy virusovych chorob.
Posobenie virusu Lee a koncentrovanej$ich vzoriek RDE na syslie erytrocyty viedlo
k dosial nepozorovanému zjavu stipnutia hemaglutina¢ného titra pri pouziti
virusu C.

Nage vysledky neumo#iiujii exaktné vysvetlenie tohto zjavu, ale dovoluju vidiet
v tiom dalii dékaz pre potvrdenie koncepeie Kozinského a Slonima (1952, Slonim
1953) o vrstevnatom usporiadani virusovych receptorov na povrchu erytrocytov.
Uvedeni autori pri svojej koncepeii vychadzali zo zisteného postupného odburavania
povrchnejiie ulozenych receptorov virusmi, stojacimi na prednych poziciach recepto-
rového gradientu. Stidium syslich erytrocytov nis nabada prijat tato koncepciu
na zaklade poznatku, Ze neriedenymi preparatmi RDE a pdsobenim virusu Lee
(ktory stoji pre slepadie erytrocyty na konci gradientu) je moZzné odhalit receptory
pre virus C indd prekryté urditymi, zatial nedostatotne znamymi Struktdrami
bunkového povrchu.

Pre toto ,,obnazenie* receptorov sveddi i skutodnost, Ze po posobeni RDE sa zvaosil
i stupeti adsorpcie C virusu na syslie erytrocyty, ¢o sa u slepadich krviniek nepozoro-
valo. Nepodarilo se ndm viak zistit zvidSenie stupiia adsorpeie virusu C na syslie
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erytrocyty po posobeni virusu Lee. Tito otdzku zatial nechdvame otvorenii. Na ne-
stlad medzi aglutinabilitou a adsorpénou schopnostou poukazali i ini (Hirst 1950,
Horvath a spol. 1950). MéZeme predpokladat, %e napriek znaénej podobnosti medzi
u¢inkom virusov a RDE je tu i urdity jemny rozdiel, ktory sa mohol uplatnit i v na-
Sich pokusoch. Na tento rozdiel z hladiska poradia jednotlivych zéstupcov recepto-
rového gradientu poukézala uz Stoneova (1947).

Pokusy ovplyvnit aglutinabilitu syslich erytrocytov pomocou fermentativneho
pdsobenia na erytrocyty, a to trypsinom a diastizou, boli neiispesné, preto sa o nich
nezmiefiujeme.

Sihrn

1. Zistili sme, Ze erytrocyty sysla (Citellus citellus) sa aglutinuji virusom chripky
typu B a C a virusom newcastelskej choroby a neaglutinuji sa virusmi typu A,
A’, mumpsu, chripky prasiec a vakeinie.

2. Tento zjav moZno vyuzit ako diagnostickd pomécku pri uréeni typu neznimeho
kmeiia.

3. Prispeli sme k otdzke povrchového rozmiestenia virusovych receptorov na krvin-
kdch zistenim, Ze receptory pre C virus st tiastodne kryté bunkovymi Struktirami,
ktoré pésobenim virusu Lee a RDE mo#no odstranit a tym receptory ,,obna#it*.

Za technicku spoluprédeu dakujem L. Maasovej.
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K Bompocy BUpPYCHHIX pelenTopos
006 n3buparedbHOI ArrIOTHHADPYEMOCTH 3PUTPOLUTOB CyCIIUKa
JI. Bopeykuii
Peswme

Mu ycramommi, uro apurpouutsl cyciamka (Citellus citellus) arraoTuHUpYIOTCS BUpycaMu
rpunna Tina B u C u BHPYCOM HBIOKAcHbcKo# 00Jle3HM U He ArTIOTUHUPYIOTCS BUPYCAMM TUIA
A m A,, naporura, [PUIINA CBMHeHl M BaKIMHUM. OTO ABJIEHHE MOHHO HCNONb30BATH KAK ANArHOCTU-
deckuii KpuTepuil NpH onpefelieHNH THIA HeM3BeCTHOTO liTaMMa. B Bomipoce pasMenienusl BUDYCHHX
PellenTOpPOB HA NOBEPXHOCTH KPOBSHBEIX Tedlell Mbl YCTAHOBIIIM, YTO PellenTophl A BHPYCA C oruactu
HePEeKPHIBAIOTCH KIIETOUHBIMYE CTPYKTYPAaMi, OfHAKO BO3JeHCTBYA HA STH CTPYKTHIPH BUPYCOM Lee
van RDE, uX MOKHO YCTPAHUTD M «OOHAKUTE» PeLenTOPHL.

Concerning the Question of Virus Receptors
The Elective Agglutinability of the Erythrocytes of the Ground Squirrel
L. Borecky
Summary
It was found that the erythrocytes of the ground squirrel (Citellus citellus) are agglutinated by the
virus of influenza of the B and C types and by the virus of Newcastle disease, but not by the viruses
of influenza A and A’, mumps, swine influenza or vaccinia. This may be used as a diagnostic aid in
determining the type of an unknown strain. A contribution was made to the question of the surface
distribution of virus receptors on the blood cells by the finding that the receptors for the influenza C virus

are partially covered by cellular structures which can be removed by the action of the Lee and RDE
viruses, thus ,,exposing‘ the receptors.
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Ulehla J., Spurny M., Dostélek M.: Biological Sulphate Reduction as Studied by means of the Spot
Test Reactlon for I—Iydrogen Sulphide
Vinter V.: Sporulation of Bacilli. I1. Proteolytic anymes in the Process of Sporula,tlon of Bacillus
megatherium .
Vinter V.: Sporulatlon of Bailli. ITL. Transference of Calcium to Cells and Decrease-in P1oteolytlc
Activity in the Medium in the Process of Sporulation of Bacillus megatherium .
“Weiser J., Lysenko O.: Silk-worm Septicaemia .
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Upozorn&ni étendiam,

Redakce dasopisu ,,British Abstracts of Medical Sciences* nas poZddala, abychom upozomiH Stend-
fe, Ze nizev tohoto tasopisu byl zménén na .
»»International Abstracts of ‘Biological Sciencest¢.
Tuto zména souvisi s tim, ¥e bude roziffen okruh biologickych obora, kters jsou v Casopise abstraho-
viny, o %e tento asopis bude spolupracovat se sovétskymi ¢asopisy ,,Referativnyj #urnsl biologii¢
a ,,Referativnyj furnal biologideskoj chimii, ,,International Abstracts of Biological Sciences piinasi
abstrakty ze viech obort biologie. ‘
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Prehled tasopistt vydavanych Ceskoslovenskou akademii zemé’délsk;’rch véd

\ v letosnim roce.

Sbornik CSAZV — Veterinarni fnedi(_:ina K

(vychazi 12krat ro¢ng, rozsah 80 stran, ptedplatné 120 Kés)
Sbhornik CSAZV — Historie a musejnictvi

(vychazi 4krat roéné, rozsah 80 stran, pfedplatné 40 Kés)
Sbornik CSAZV — Mechanisace a elektrifikace zemédélstvi

(vychazi Skrat ro¢né, rozsah 80 stran, predplatné 60 K¢&s)

Shornik CSAZV — Zemédélska ekonomika
(vychézi 6krat roéné, rozsah 80 stran, ptredplatné 60 K¢&s)

Sbornik CSAZV — Rostlinn vyroba
(vychéazi 12krat roéng, rozsah 112 stran, predplatné 168 Kés)
Sbornik CSAZV — Zivo&isna vyroba .
(vychéazi 12krat ro¢né, rozsah 80 stran, piedplatné 120 K¢&s)
Sbornik CSAZV — Lesnictvi - ’
(vychézi 12krédt rofné, rozsah 80 stran, predplatné 120 K¢s)
Véstnik CSAZV
(vychazi 12krat ro¢né, rozsah 56 stran, predplatné 96 K&s)

Za socialistické zemédélstvi

(vychézi 24krét ro¢né, rozsah 64 stran, predplatné 60 Kés) ‘

Sovétské zemédélstvi
(vychazi 6krat ro¢né, rozsah 160 stran, predplatné 30 K¢s)

Sovétské lesnictvi :
(vychazi 6krat roéné, rozsah 80 stran, predplatné 24 Ké&s)
Piehled zahraniéni zemédélské a lesnické literatury ‘
(vychazi 12krat roéné, rozsah 96 stran, pfedplatné 180 K¢s)
Prehled éeskoslovenské zemédélské a lesnické literatury :
(vychazi 12krét roéné, rozsah 32 stran, pfedplatné 60 K¢s)

Nové knihy zemédélsk)';ch knihoven : :
(vychazi 12krat rofné, rozsah 16 stran, s pravidelnou pfilohou , Prameny
literatury' ptedplatné 36 Ké&s) Lo
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